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9. Slutrapport:

Projektets hovedformal: (Fra ansggning)

Projektets formal er at undersgge, hvordan styafr@doxpotentialet kan anvendes til at sikre
en optimeret aroma, kvalitet og ensartethed affdst fokuseres pa effekt af maelken som
ravare, effekt af processering, samt den primaaréeskulturs syrningskapacitet og
aromadannelse. Projektets delmal er: i) Afklarihbwlke faktorer, der har afggrende
betydning for maelkens redoxpotentiale, herundardkigisk behandling og karakterisering af
maelkesyrebakteriernes pavirkning; ii) Karakterisgraf redoxpotentialets indflydelse pa den
mikrobielle succession og regulering af gener/pneteaf betydning for mikrobiel aktivitet; iii)
Afklaring af sammenhaeng mellem ostens redoxpotentiga aromaudvikling; samt iv)
Optimering af mejeriprocesser med henblik pa atogtiredoxpotentiale, der er optimalt for
ostemodningen og kvaliteten af den feerdige ost.



A. Projektets forlgb:
Resume

Dansk: Bakteriestammer dfactococcus lactis ssp.lactis, Lc. lactis ssp.cremoris og Leuconostoc
mesenteroides ssp.cremoris isoleret fra DL-starterkulturen CHN-19 samt tygesier (10 stammer

i alt) blev karakteriseret for deres evne til aingymaelk og formindske redoxpotentialet (AP1). For
at undersgge effekten af redoxpotentiale pa ferenegsforlgb blev forsggene udfart ved hgijt og
lavt initialt iltindhold opnadet vha. gennemluftningf meelken med oxygen eller nitrogen far
podning. Det er pavist, at det initiale iltindhgddvirker syrnings- og reduktionskinetikken, og at
denne effekt er stammeafhaengig. Alle maelkesyrebaktkunne ssenke redoxpotentialet i maelk
undtagen to stammer dfc. Lactis ssp. lactis, dog havde dette ingen betydning for deres
syrningsevne. Ved hgijt initialt iltindhold blev symngshastigheden reduceret og syrningstiden
forsinket for fem af de undersggte stammer og fte stammer blev faldet i redoxpotentialet
forsinket med ca. 1 time. Syrningskinetikken vaneyelt ikke pavirket af et lavt initialt iltindhold
Artikel baseret pa resultater af AP1 er blevet bdptet og publiceret i Journal of Dairy Science.

| AP2 blev kger fodret med vegetabilsk olie og entkolfodring med lavt fedtindhold. Resultaterne
viste at i ingen af tilfeeldene havde fodring, ldktasstadie og laktationsnummer betydning for
redoxpotentialet i maelken. Pasteurisering og lagiravde en begraenset effekt pA maelkens
redoxbetydende faktorer (askorbinsyre, tocophdimtjoxidationsprodukter), mens andre faktorer
(iltindhold, pH-veerdier og metabolitter) var upeéde.

| AP3 blev der udfart omfattende genekspressiodsstumed det formal at opklare de molekylaere
mekanismer, som medvirker til iltforbrug og meelkesyg. | mejeristammeic. lactis ssp.lactis
DSM 20481 blev genekspressionen undersggt vha. microarrayeaitime kvantitativ PCR
(qPCR). Mere end 100 gener var differentielt udtrgiter seenkning af redoxpotentialet og pH.
Oxygenstress i starten af fermenteringen fartentilktion af gener involveret i detoxifikation af
reaktive oxygenforbindelser og trehalose syntessjans gener kodende for purine biosyntetiske
enzymer var nedreguleret. Differentielt udtryktenge i forbindelse med iltforbrug harte til
metabolisme af pyrimidiner og forgrenede aminosy@pregulering af gener involveret i pyruvat
pathways tydede pa et skift fra produktion af laki& blandede syrer (diacetyl, acetoin og
butandiol). ZAndringer af gener relateret til pyrtuwsy aminosyre metabolisme, indikerede at
iltindhold kan pavirke dannelsen af aromastoffer sédedes ostekvaliteten. Et manuskript som
beskriver microarraystudiet er udarbejdet og umtidsendelse til Int. J. Food Microbiol.

Genekspressionl. lactis ssp.cremoris CHCC 12080 blev undersggt under maelkesyrning nagid h
iltindhold, vha. lllumina HiSeq 2000 sekventering QPCR. | forbindelse med iltforbrug og pH-
fald blev der pavist en induktion af gener haretitldaktose omdannelsen, redox homeostase,
pyrimidine syntese, oligopeptide transport mm. Sdigttvar gener hgrende til purine og riboflavin
biosyntese, protein eksport og catabolisme, samhaaye transport nedreguleret. Manuskript
baseret pa lllumina resultater er under udarbegdédlsdsendelse tiht. J. Food Microbiology.



| AP4 blev betydningen af redoxpotentialet for derdige oste undersggt pa Thise Mejeri og i
pilotskala hos Chr. Hansen A/S i Hgrsholm. Fors@geThise Mejeri fulgte meelken undervejs fra
landmanden til Igbetilsaetning under osteproduktioriger var ingen vaesentlige sendringer af pH
og redoxpotentiale under forlgbet, men efter tihseet af syreveekker blev der observeret et fald i
iltindholdet. Lactoperoxidaseindholdet faldt vedsigarisering, standardisering og transport til
ostekarret. Tocopherolniveauet var stabilt indgingngen, hvorefter et fald blev observeret. | et
efterfglgende forsgg blev effekten af iltning, vakering og tilseetning af en iltforbrugende kultur
undersggt pa sammensaetning, sensoriske egensKaberaminosyrer, peptider og flygtige
komponenter i modne oste (Gouda 45+). Der var ag sendens til at iltindholdet pavirker flygtige
komponenter og peptid-mgnstrer i ost. Samlet blewikke pavist signifikante forskelle mellem
behandlinger pa de gvrige karakteristika i ostegnaw.

English: Strains of Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris and Leuconostoc
mesenteroides ssp cremoris isolated from DL-starter culture CHN-19 and thedystrains (10 in
total) were characterized for the ability to agydifilk and decrease the redox potential (WP1). The
kinetic of fermentation was investigated at higll éow initial levels of redoxpotential produced
by milk gassing with oxygen or nitrogen. The iditieevels of dissolved oxygen affected
acidification and reduction kinetic and this effecas strain-dependent. Two strainsLaf lactis
ssp.lactis, though having high acidification power, were abte to decrease the redox potential to
the negative values. Oxygen treatment had a negaffect on acidification power of fem tested
strains, reducing the acidification rate and thiayleg the acidification. Besides, the decrease of
redox potential was significantly delayed at higitial oxygen by 1 h. Fermentation kinetics of
most of the strains was not significantly affectsdnitrogen flushing. Article based on results of
WP1 have been published in the Journal of Dairgi&®.

Feeding of cows with vegetable oils showed thatrddox potential in milk was not affected by

feed, cow race or lactation phase. Milk pasteuonaand storage had a little impact on production
of ascorbic acid, tocopherol, and the productspad loxidation, while the other factors influencing

the redox potential (dissolved oxygen, pH and nuitds) remained stable.

The gene expression studies in WP3 were carriedwatlt the purpose to reveal molecular
mechanisms linked to oxygen consumption and mildifcation. Gene expression studiesLia
lactis ssp. lactis DSM 20481T were performed with the use of microgrand real-time
guantitative PCR (gPCR). More than 100 genes wauad to be differentially expressed after the
decrease of redox potential and pH. Oxygen stresslted in induction of genes involved in
detoxification of reactive oxygen species and tiete biosynthesis, while genes encoding purine
enzymes were down-regulated. Genes differentiadpyessed after oxygen depletion were involved
in pyrimidine metabolism, and biosynthesis of tmantched amino acids. Responses of genes of
pyruvate pathways indicated shifts towards productf mixed amino acids rather than lactate.
Expression pattern of genes involved in pyruvatg @mino acid metabolism suggested that initial
oxygen levels influence the aroma profile and cbepslity. Manuscript, describing the microarray
results, has been worked out and will be submttietie Int. J. Food Microbiology in April 2015.



Gene expression ih. lactis ssp.cremoris CHCC 12080 during milk acidification at high initia
oxygen was investigated with the use of lllumin&eéty 2000 technology and gPCR. Genes related
to lactose catabolism, redox homeostasis, pyrimidignthesis and oligopeptide transport were
induced after oxygen depletion and pH reductionnd@arently, genes involved in purine and
riboflavin biosynthesis, protein export and cat&o| as well as amino acid transport were down-
regulated. Manuscript based on lllumina resulia {greparation for the Int. J. Food Microbiology.

The impact of initial redox potential on cheeseliqu&#WP4) was investigated at the Danish dairy
Thise and Chr. Hansen A/S at a pilot scale. Millsv@lowed from the farmers and through the
whole process of cheese production. There wersigraficant changes in pH values and redox
potential, though oxygen content was slightly daseel after addition of a starter culture. The
levels of lactoperoxidase were reduced during mpékteurization and transport to the cheese vats.
The levels of tocopherol fall down after acidificat. The effect of initial oxygen levels in milk on
cheese composition, sensory properties, aminoauidpeptide profile and volatile compound was
investigated for cheese type Gouda (45+). The axygatent in milk was manipulated by gassing
with oxygen, vacuum treatment and addition of oxygensuming culture. The overall results
showed a tendency that volatile compounds and ¢geejptiofile were related to the initial oxygen;
however, other cheese characteristics were noifisggmtly altered.

Diskussion af projektets forlgb samt opnaede resultater

¢ En vurdering af fremdrift i forhold til de oprindeligt opstillede milepaele samt opndelsen af det
oprindelige formadil.

M1.1 Indkering af teknikker, der effektivt og palideligt kan male kulturernes evne til at
reducere redoxpotentialet i maelk

Metoden til at studere fermenteringskinetik i maetkblevet optimeret og indkgrt. Metoden blev
anvendt i AP1 og AP2 til at male redoxpotentigbét, iltindholdet og temperaturen under 24 timers
meelkesyrning med starterkulturerne. Malinger abxgitentiale og pH blev foretaget ved brug af
kombineret platinum elektrode (Hamilton EasyfermsPRx VP120) og sglvklorid reference
elekrode. Voltage- og redox signalerne blev koreretttil veerdier for pH og redoxpotentiale.
Oplgst ilt blev malt ved brug af oxygensensor (Htmi Visiferm DO120) i fermentorerne.
Variation af redoxpotentialet i maelken blev opnaetd ilt- og kveelstof gennemluftning far
podning med en starterkulturen. Denne batch-ferengmgsmetode blev udviklet til brug under
laboratorieforhold og viste sig at veere reproduaedy palidelig. Denne milepael er opnaet ifalge
projektplan.

M2.1 Indkaring af metoder til karakterisering af modningsenzymers pavirkning af meelks
redoxpotentiale

Lactoperoxidase og xanthinoxidase er ifglge littmen de mest afggrende redoxenzymer i
ostemodningsprocessen. Et lactopersoxdase assaytidiigere var udviklet til meelk, blev
optimeret til ost. Xhantin oxidase assayet blevikidv og optimeret til ost. Denne milepeel er
opnaeifalge projektplan.



M2.2 Plan for udfgrelse af pasteuriseringsforsggpilot-plants og i mejerier

Pasteuriseringsforsgg blev udfart pa Chr. Hansemdmingsforsgget. De to pasteuriseringstanke
blev afprgvet bade under vakuum, ved normalt ilitenog ved iltmaetning. Det blev konkulderet,
at det lavest mulige ilttention kunne opnas veshtiining af en iltforbrugende kultur, hvilket blev
overfart til egentlige ostningsforsgg. Denne milepempnaeifalge projektplan.

M3.1 Indkaring af metoder til maling af intracellul ser redoxpotentiale

Metoden til bestemmelsen af intracelluleer redoxpidée ud fra forholdene mellem NADH og
NAD™ er blevet afprgvet og viste sig uegnet til formalkenne milepael er udgaet.

M3.2 Identifikation af gener og proteiner/enzymer & betydning for reduktionen af
redoxpotentialet i maelk

Gener som har betydning for redoxpotentiale bleanidficeret iL lactis mejeristammerne vha.
globale genekspressionsstudier. Metoden til opiagsaf total bakteriel RNA fra maelk blev
optimeret og indkert for at sikre, at det ekstrader RNA havde en tilstraekkelig hgj kvalitet i
genekspressionsstudierne. Genekspression i typesal. lactis subsplactis DSM 20481 blev
undersggt ved brug af mikroarray-teknologi nhethctis-specifikke arrays designet pa Chr. Hansen
A/S. Denne metode er baseret p& hybridisering dfADra L. lactis 20481 til de matchede
oligonukleotider, der er fikseret pa mikroarray®dvhjeelp af mikroarrayanalyse var det muligt at
detektere  aendringer i eskpressionsniveauer for meead 100 gener under
fermenteringsforlgb. Genekspressioh.ilactis ssp.cremoris CHCC 12080 blev undersggt ved
high-throughput DNA sekventeringsteknologien lllmai HiSeq 2000, da genomsekvensen for
denne stamme ikke er kendt. Denne teknologi eerbapa RNA sekventering og kortleegning af
genekspression ud fra maengden af DNA transkripter.blev detekteret op- eller nedregulering af
mere end 400 transkripter annoteret til ca. 100egerssom var pavirket af aendringer i
redoxpotentialet og pH fald. Analysen af genekspoesdata omfattede differential ekspressions
analyse, kortleegning af metaboliske pathways samittionel genanalyse. ZAndringer i genetiske
faktorer tyder pa at produktion af tilsvarende piér/enzymer vil ligeledes blive pavirket af redox
potentialet. Denne milepael er opnaet med forsiekels

M4.1 Syrningsforsgg og ostefremstilling i pilot-plats

Der blev udfart et ostefremstillingsforsgg i pikkala pa Chr. Hansen, hvor initialt iltindhold og
redoxpotentiale i ostemeelk blev varieret vha. vadluft behandling og tilseetning af

iltforbrugende kultur. Endvidere blev virkning ahauum/luft behandling undersggt i forhold til
sammenseetning, flygtige komponenter, proteiner minasyrer i modnet ost. Der blev udfart
sensorisk analyse af feerdige oste pa Arla Foodsamedndelsen af ASIC’s external panel (ISO
4121) og udarbejdet en rapport om effekten af omikmpd lugt, udseende, konsistens,
mundfornemmelse og smag i oste. Denne milepzelrétespned forsinkelse.

M4.2 Syrningsforsgg og ostefremstilling i mejerier

Projektgruppen besluttede at kegre forforsgg papostektion hos Thise mejeri, hvor der blev
optimeret pa malemetoder samt udtag gennem syrimyéket ikke er triviel. P& Thise mejer blev



ostemeelk fra fire garde fulgt fra landmanden tibdtisaetning. Der blev malt redoxpotentiale,
iltindhold og pH samt undersggt betydning af dikseakteristika pa frigivelsen af enzymer,
vitaminer, aminosyrer, frie fedtsyrer og aromakomgrder i maelken under fremstillingsprocessen.
Konsortiet har besluttet at udfgre samtlige forsagilot-scala pa Chr. Hansen da der kunne kares i
fire parallelle kar med bedre styring af ostekaréee milepael M4.1). Denne milepzel er opnaet
ifalge projektplan.

® Skematisk oversigt over milepaele. £ndringer i forhold til oprindelige planer angives

Projektet blev forleenget hos MFF og hos Innovatmren ultimo december 2014. Forleengelse af
projektet var udgiftsneutralt.

Projekt ar Status for milepzele
Milepael Ar1/2010 | Ar2/2011 | Ar3/2012 | Ar4/2013 | Ar5/2014
kvartal 1(2(|3|4|1|2|3|4|1|2|3|4|1|2|3|4|1]|2]|3]|24 Opnaet Opgivet
M1.1 X X
M2.1 X X
M2.2 X X
M3.1 X X
M3.2 X X X
M4.1 X X X
M4.2 X X

Justeret tidspunkt markeret med lysegrat

e En vurdering af resultaternes aktuelle anvendelighed og resultaternes fremtidige perspektiver,
herunder i relation til milje, dyrevelfaerd samt arbejdsmiljo

Resultater opnaet i projektet vil bidrage til erewtprstaelse for redoxpotentialets betydning for
maelkesyrning og osteproduktion. Kendskab til reddxéldene under maelkesyrning muliggar
optimal udnyttelse af starterkulturerne og resaltar en mere kontrolleret syrnings- og
modningsproces samt hurtigere produktionstidert i€le hurtig nedsyrning vil veere mulig.

Hurtigere syrningsforlgb kan bidrag til mere effektproduktionsgang, mindre forbrug af

spildevand og generelt mindre spild, da man undgjfproducerede oste. Optimering vil fare til

mindre miljgbelastning af mejeriindustrien.

e En vurdering af resultaternes eventuelle erhvervsmaessige potentiale, herunder innovation
m.v. og eventuelle bidrag til en positiv samfundsgkonomi

Sammenhaeng mellem fodring, procesteknologiske fdrhumder ostefremstilling, aktivitet af
starterkulturer og ostekvalitet blev undersggideveerende projekt. Projektet resulterede dermed i
ny viden om, hvordan det initiale iltindhold og cegbotentialet pavirker syrningsaktivitet af
syrningskulturerne samt ostekvalitet. Der blev fidere opklaret molekyleere mekanismer, som har
betydning for aendringer af redoxpotentialet samtuplder meelkesyrning. Viden opnaet i projektet



skaber grobund for en hgj grad af innovation. Kmitaducenter har faet viden, der kan bruges til
udvikling af nye kommercielle syrningskulturer st tilpasset de aktuelle iltindhold under
syrningsprocessen, hvilket giver en bedre muligioedormindsket procestid, optimal vandbinding
samt en bedre og mere ensartet smag af de feerdigieede oste. Mejeriindustrien har gennem
projektet faet en bedre mulighed for en mere eiffektinyttelse af redoxpotentialet til at sikre en
ensartet syrning fra batch til batch og forbeditelosliteten. Udvikling af syrningskulturer samt en
effektiv udnyttelse af redoxpotentialet i ostemarlkeed det formal at optimere produktionen vil
kunne reducere omkostningerne, forbedre produktsentet og sikre forbrugerne en hgj og
konstant kvalitet af mejeriprodukter. Nye produktezd en ensartet hgj kvalitet styrker, naturligvis,
konkurrenceevne af mejerierne bade lokalt og pap@kmarkederne.

¢ En vurdering df resultaterne, nye kompetencer, m.v. pad institutionen, dvs. fastholdelse af
projektmedarbejdere, projektet som basis for nye projekter og aktiviteter pad institutionen.

Medarbejderne, der deltog i projektet, fik styrdetes kompetencer indenfor viden om optimering
og kontrol af fermenteringsprocesser, samt viden kemiske, fysiske og biologiske processer
under meaelkesyrning, identifikation af metabolittenaelk, genekspressionsanalyser, mm. PostDoc
Nadja Larsen var ansat pa OstRedox og tog eftenfelg del i ansagningen om bevilling til
projektet BioSyn i Dansk-Brasiliansk strategisk s#mejde indenfor Food Science. BioSyn blev
bevilget fra Det Strategiske Forskningsrad og Nlamsat pa dette projekt (FOOD, KU). Trine K.
Dalsgaard blev under sin ansaettelse pa OstRedqgzkfeb evalueret og udnaevnt til lektor pa
Institut for Fadevarer pa AU. Hun fik etableretsamarbejde med Chr. Hansen, som efterfglgende
indgik i en ansggning om Dansk-Brasiliansk straiegamarbejde om naturlige farverstoffer fra
Annatto-planten. Dette projekt er blevet bevilliggnuar 2015.

| OstRedox har faggruppen Fgdevaremikrobiologi (BO®U) etableret en batch-fermentor for
kontrolleret syrning af maelk til brug i laboratdri®ette anlseg udnyttes nu i besleegtede projekter,
bl.a., "MetaPhageLab” finansieret af FTP (Danists&ch Council), som belyser udviklingen i
populationer af meelkesyrebakterier udsat for fagsst Faggruppen har endvidere udvidet sin
kompetence indenfor molekyleerbiologiske metodes. BRNA oprensning fra maelk og mikroarray
teknologi. Andre nye kompetencer opnaet i projektetfatter anvendelsen af lllumina HiSeq
sekventeringsteknologi i genekspressionsstudieamglyse af store meengder sekventeringsdata.
Disse nye veerktgjer og ekspertiser er aktuelt foragrende projekter pa FOOD, KU, herunder
"MiniGut” bevilget af Det Fri ForskningsradControlling synergistic and antagonistic microbial
activities” bevilget af Norrmejerier samt DANIDA @ektet "GreenGrowth”. Viden og ekspertise
opnaet i OstRedox indgar nu i undervisning pa fleneser, herunder, "Microbiology of Fermented
food and beverages” (MSc kursus, FOOD, KU), "Da#igrobiology” (MSc kursus, FOOD, KU)

og "Food Molecular Biology” (PhD kursus, FOOD, KU).

* En eventuel vurdering af resultaternes anvendets i forhold til institutionens
myndighedsberedskab.

Resultaternes anvendelse er begreensede i forholgrtdighedsberedskab.
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oxygen during milk fermentation (manuskript er dmgdet og indsendes til Int.J. Food
Microbiol. i april 2015)

Larsen N, Werner B.B., Vogensen F.K., and Jespdrs2@15. Transcriptional responses in
Lactococcus lactis subsp. cremoris during milk femtation (manuskript er under udarbejdelse
til indsendelse til Int.J. Food Microbiol.)

Redegagarelse for forskeruddannelse (ph.d. og postd®, herunder tilknyttede gaesteforskere
og udstationering.Eventuelle afhandlinger vedleegges i ét eksempier eftersendes, nar de
foreligger.

Ph.d.-studerende Birgit Brasted Werner har gen@det®hD uddannelse (3 ar) pa Institut for
Fodevarevidenskab, Kgbenhavns Universitet

PostDoc Nadja Larsen har gennemgaet PostDoc uddaf@®b ar) pa Institut for
Fadevarevidenskab, Kgbenhavns Universitet
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PostDoc Saloomeh M. Jenabian har gennemgaet Postidanelse (6 maneder) pa Institut for
Fadevarevidenskab, Kgbenhavns Universitet

Ph.d.-studerende Else Vesterlund har gennemgaeRhdér uddannelse pa Institut for
Fodevarekvalitet, Aarhus Universitet

Postdoc Bente M. Jensen har gennemgaet PostDonelde41 ar) pa Institut for
Fadevarekvalitet, Aarhus Universitet

C. Redeggarelse for tilknyttede speciale- og bachelotsterende.

Redegagrelse for nationale og internationale samarfosrelationer til offentlige og private
forskningsmiljger, erhverv m.m.

Projektet er et tveergaende projekt der har inkkeidferskning i krydsfeltet mellem
ravarekvalitet, mikrobiologi og mejeriteknologiraFerhvervslivet deltog Arla Foods, Thise
mejeri og Chr. Hansen A/S. Erhvervspartnerne hdnalgeet betydeligt med (i) undersggelser af
maelkekvalitet i sammenhaeng med teknologiske beimaysd| fodring, maelketype, mm., (ii)
med ostefremstilling i mejeri og pilotskala hvodogpotentialet i oste blev aendret vha.
vacuumering eller luftmaetning, og (iii) med releteastartekulturer. Endvidere, blev
sensoriske analyser i sammenhaeng med teknologistentllinger udfert pa Arla Foods, og
analyser af sammenseaetning af ost, flygtige komp@neaminosyrer og peptider blev foretaget
pa Chr. Hansen (AP4). Projektets forskningsdel bigfert af 2 farende danske
universitetsteams, Kgbenhavns Universitet (InstduFgdevarevidenskab, FOOD) og Aarhus
Universitet (Institut for Fgdevarekvalitet, DJFPD®D-KU var ansvarlig for projekt
koordinering, samt for aktiviteter inden for AP1 AB3, bl.a. indsamling og karakterisering af
syrningsevne af meelkesyrebakterier, indkaring eiaikker for maling redoxpotentialet under
syrning, genetisk karakterisering af redoxpoteat&indflydelse pa kulturernes
syrningsaktivitet. AU-DJF var ansvarlig for AP2 A§4, med fokus pa betydning af korace,
fodring, maelkekvalitet og teknologisk behandlingfedoxpotentialet (AP2) og dette
sammenhaeng med ostekvalitet, bl. a. aroma, vitagrenegymer, mm. (AP4). Den
tveerdisciplinaere tilgang til emnet har veeret seesdei/ttigt og ngdvendig for at lgse en raekke
af de udfordringer, der er med til at fa syrnindskerne til at spille optimalt sammen med
ravaren og procesbehandlingen. Sanarbejdet forvenfertssette efter projektets afslutning.

D. Uddybende beskrivelse af projektets forlab og opnée resultater
(maks. 10 A4-siderpe Appendix
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Oversigt over projektets samlede finansiering.

Bevilget Forbrug Institutionens Statte TOTAL
tilskud af tilskud med- fra
fra fra finansiering anden side
NaturErvervs | NaturErvervs

tyrelsen tyrelsen
Lonudgifter 1.073.770 1.079.188 349.273 961.468 2.393.785
VIP: 879.984 885.402 349.273 759.771 1.998.302
TAP: 193.786 193.786 201.697 395.483
Ovrige 235.200 234.731 244312 479.043
driftsudgifter
Apparatur 49.000 49.223 51.233 100.456
Andet 44.100 38.928 40.517 79.445
(specificeret)
Direkte udgifter 1.402.070 1.402.070 1.297.530 3.052.729
ialt
Indirekte 616.912 616.912 153.680 570913 1.343.201
udgifter
(maks. 20 % af
direkte udgifter)
I alt 2.018.982 2.018.982 502.953 1.868.443 4.395.930

Eventuelle bemzrkninger til regnskabet:
10. Underskrift:

Navn Tiistitiution Dato Underskrift
Projektleder:
[ove Sespeesay KO- TooO 25/3-2015 : >§ prre]




Appendix

D. Uddybende beskrivelse af projektets forlgb og opnaede resultater

AP1. Indsamling og udvaelgelse af nye innovative kiurer ud fra deres evne til at reducere
redoxpotentialet i maelk

Formal: Formalet med APl var at indsamle og karakteriséaenmer isoleret fra en DL-
syringskultur samt relevante typestammer for deke® til at reducere redoxpotentialet i meelk. |
karakteriseringen af syrningskulturerne blev dekuf®eret pa redoxpotentialets effekt pa
syrningsaktiviteten, veekst og evnen til at fjerhe i

Resultater: DL-starterkulturen CHN-19, bakteriestammseactococcus lactis ssp.lactis, Lc. lactis
ssp. cremoris 0g Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris isoleret fra DL-starterkulturen og
typestammer (10 stammer i alt) blev undersggt fmesl evne til at syrne maelk og formindske
redoxpotentialet. Redoxpotentialet er et mal foorhgodt et biokemisk system er til at oxidere
(frigive elektroner) eller reducere (optage elek&éng. Det oxiderende eller reducerende niveau
angives henholdsvis med en positiv eller negativ-veddi. Da redoxpotentialet pavirkes af
iltindholdet, pH og temperatur, blev disse params@mmt veeksten ligeledes malt. Forsggene blev
udfert i meelk med hgijt (300% luftmeetning) og 1a80% luftmaetning) initialt iltindhold opnaet
med meelk gennemluftning med enten ilt eller nitrageor at vurdere kulturernes aktivitet er der
blevet beregnet maksimum iltforbrugAl@Omax), maksimum reduktionshastighetlEQ7,max),
minimum redoxpotentialet AEn7,min) og maksimum syrningshastighed?® (vhax) ud fra
fermenteringsdata. Typiske syrningskurver og aegérim Eh7 for DL-starterkulturen er vist i Fig.
1. litindhold var mest betydeligt for redoxpotetgtasom set fra markant reduktion af Eh7 i takt
med iltforbrug (fra ca. 300 mV til ca. -120 mV). i2&er fortsat redoxpotentialet med at falde (til
ca. -210 mW) med lavere hastighed hvilket indikeréadblanding af mikrobiologiske faktorer
udover iltindhold. For de fleste stammer sas eft skéyrningshastighed (to-faset syrning) med
maxima far og efter iltforbrug. Dette skyldes mulgyaendringer i pyruvat metaboliske vejer med
dannelsen af forskellige produkter af homolactidhetgrolactic fermentation.

Der blev observeret en stor variation mellem stamme kinetiske parametre og saledes i deres
syrningsevne. Syrnings og reduktionskapacitet aftestkulturen CHN-19 var tilsvarende de mest
aktive stammer hvilket indikerede deres additiekff Alle stammer kunne saenke redoxpotentialet
i meelk til negative veerdier (up til -220 mV) meddtegelse afLc. lactis ssp.lactis biovar.
diacetylactis CHCC D1 og CHCC D3. Disse stammer havde ogsaalaste reduktionshastighed,
men det pavirkede ikke syrningen. Hgit initialinithold havde en effekt pa syrningsforlgb hvilket
kunne ses fra formindsket hastighed (Wax) og forsinket syrning tid. Denne effekt varsestlig

for stammerné.c. cremoris CHCC O1 og CHCC 02,c. lactis CHCC D2 og DSM4366samtLeu.
mesenteroides CHCC M1. Desuden blev faldet af redoxpotentialeskadt med ca. en time ved
hgit ilt i alle fermenteringer. Kinetiske parameliestemt for alle kulturer var ikke pavirket af rkeel
gennemluftning ved nitrogen, undtagéw. lactis ssp. lactis CHCC D2 som viste hurtigere



reduktion ved lavt ilt indhold. Vaeksten af bakteiienzelk blev tilsyneladende ikke pavirket af det
initiale iltniveau.
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Figur 1. a) Udviklingen af pH (rad), redoxpotentiale (bt iltindhold (gren) under syrning af meelk podet
med 16 CFU/mI DL-starterkultur. (b) Udvikling af syrningastighedens (red) og reduktionshastighedens
(bld). Det initielle iltindhold er angivet med syoibr: m hgijt iltindhold (300% meettet Iuft, ilt gassed mgelk

e normal (80%, non-gassed meelk) agavt iltindhold (30% maettet luft nitrogen gassesklx).

Konklusion: Initialt iltindhold i meelk har en effekt pa kulemes syrningsaktivitet, deres evne til at
flerne ilt og denne effekt er stammeafhaengig. Fgetafklarer sammenhaeng mellem redox-
forholdene i meelk og syrningskinetik af enkeltenst@ger og blandingskulturer. Denne viden er
vigtigt for mejerierne for at udfgre kontrolleredermenteringer og standardisere kvalitet af
meelkeprodukter. Artiklen baseret pa resultatert Alev publiceret i Journal of Dairy Science.

AP2. Betydning af maelkekvalitet og teknologisk behadling for redoxpotentialet

Formal: Formalet var at undersgge om fodringen har indfselpa maelkens sammensaetning, bl.a.
indholdet af thioler, som forventes at kunne pé&vinkeelkens redoxpotentialet. Teknologisk
behandling (pasteurisering og homogenisering) lelestvidere undersggt for at afklare, hvordan
behandlingerne pavirker redoxpotentialet.

Resultater: Betydning af meelkekvaliteten for redoxpotentiadb¢yv undersggt i fodringsforsag,
hvor kgerne blev fodret med hgijt niveau af rapselegetabilsk olie og en kontrolfodring med lavt
fedtindhold. Fodring, laktationsstadie og laktastoammer havde ingen betydning for
redoxpotentialet i maelken. For at simulere hvereandags afhentning hos landmanden, blev
meelken lagret i 48 timer med en pasteuriseringguideller 1 og lagret far og efter pasteurisering.
Redoxpotentialet faldt gennem de farste 6 timegging, hvorefter det vendte tilbage til det
oprindelige niveau, mens pasteuriseringen ikke @avogen effekt pa redoxpotentialet (Fig. 2a).
Askorbinsyre- og tocopherolindholdet faldt med lagr og en reduktion i askorbinsyreniveauet sas
ogsa efter pasteuriseringen, hvilket ikke var tilee for tocopherol (Fig. 2bc). Delvis inaktivering
af lactoperoxidase blev observeret efter pasteimgen (Fig. 2d), men den tilbageblivende
aktivitet eendredes ikke under lagring. Lipidoxidasprodukter (som hexanal) steg ved
pasteurisering, mens lagring var uden betydniriopdtold, pH-veerdier, niveauer af frie og totale



thioler og metabolitter malt GC-MS var uaendret ungpasteurisering og lagring. Derudover er
redoxpotentialet og iltindholdet blevet malt ungepcessering af ostemeelken fra landmand til
ostelgbetilseetning pa Thise Mejeri. Ingen veesantégndringer i pH og redoxpotentialet kunne
males inden for den givne tidsramme. Efter syreash&aetningen observeredes et fald i
redoxpotentialet, men, baseret pa disse prgveudiagngen af trinene i processeringen af
ostemeaelken seerligt kritiske mht. pavirkning af pquimientialet.
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Figur 2. Udvikling af redoxpotentiale (a), askorbinsyre, (Xocopherol (c) og lactoperoxidase (d) under
pasteurisering og lagring af meelk.

Konklusion: Fodring, laktationsstadie og laktationsnummer lavohgen betydning for
redoxpotentialet i meelken. Pasteurisering og laghiavde en begreenset effekt pa meelkens redox-
betydende faktorer (askorbinsyretocopherol, lactoperoxidase og hexanal) og derogsh pa
redoxpotentialet.

AP3. Redoxpotentialets betydning for den mikrobiek udvikling og genetisk tilpasning

Formal: Formalet med AP3 var at undersgge hvordan maelkétialé iltindhold og iltniveauets
udvikling under syrningen pavirker genekspressiataiterkulturer og dermed udvide forstaelsen
for de veesentlige molekylser mekanismer af betydfiorgmeelkesyrning og andringer i redox
potentialet.



Genekspressionstudiet iL. lactis subsp. lactis DSM2048T vha. microarrays, herunder
dannelsen af flygtige komponenter under syrning afaelk medL. lactis ssp.lactis DSM20481

Resultater: Studiet af genekspressiorLi lactis ssp.lactis DSM20481 blev udfart ved hjeelp af
mikroarrays. Andringer i genekspression fra etamtied ilt og positivt redoxpotentiale til et miljg
uden ilt og med negativt redoxpotentiale er blaretlyseret. Samtidigt var pH i maelk faldet fra 6.3
til 5.5 hvilket kunne ogséa pavirke udtryk af gereerRrgvesampling til mikroarray-analysen under
syrning ved start hgijt og lavt iltindhold er vidtigur 3.
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Figur 3. Z£ndringer i pH, ilt (DO) og redoxpotentiale (Ehif)der syrning af meelk mdd lactis subsplactis
DSM 20481 ved hgijt og lavt iltindhold. De angivne punkteser praver opsamlet til microarray-analyse.

lltindhold i meaelk samt aendringer i redoxpotentidlavde indflydelse pa ekspressionen af mere end
100 gener. De fleste aendringer i geneekspressangdivist i maelk ved hgit ilt (Tabel 2), mens ved
lavt initialt ilt var de fleste gener nedregule(éabel 3). Oxidative stress pga. hgijt iltindhéddte

til markant induktion (20-30 gang) af gener relatdil trehalose biosyntese og detoxifikation af
reaktive iltforbindelser samt nedregulering af genen koder for purinmetabolismpuf CDLQN).
Gener hgrende til pyruvat pathwaysdfE og pflA), syntesen af forgrenede aminosyrer og
glutamate i{(vABCDN, |euBCD, gItBD), aminosyrtransportectfA, oppBCDF), energimetabolisme
(arcABC1C2D1, pfl ogpyrZ), og pyrimidine nukleotid pathwaysaf AB, pyrBCEFZRP) var for det
meste hgjere udtrykt i forbindelsen med iltforbrigamtidigt var gener som medvirkede til
nukleotidsyntese dUkA, nrdG, hprT), aminosyre syntesen cy6DKM, metB2) og
methionine/cysteine/glutamine transpaytnPQ, plpABCD, yjgCE) nedreguleret. Immidlertid var
det sveert at adskille effekten af fald i redoxptitdet fra pH fladt under syrning pa genekspression
Overekspression af gener relateret til pyruvat minasyrer metabolisme tyder pa at iltindhold kan
pavirke sammensatning af pyruvat omdannelsespredufgdsom acetat, butandiol, diacetyl,
formate og ethanol) og frigivelsen af aroma stoffamonia, methanethiol, butyric syre mm.).
Mikroarrays resultater blev bekraeftet for 15 diffetielt udtrykte gener (bl. amtsA, sodA, ykjB,
yeeA, yedF, recA, noxE, mm.) vha. real time kvantitative PCR (qPCR). Ade¢ blev udfart pa Chr.
Hansen (Hgrsholm). Der er blevet pavist signifikiemtrelation mellem mikroarray og qPCR data.



Et manuskript baseret pa mikroarrayresultater erhgldet og bliver indsendt til Int. J. Food
Microbiology i april 2015.

Tabel 2. Differentielt udtrykte generli. lactis ssp.lactis DSM20481 nér ilten er opbrugt i maelk
med hgijt initialt iltindhold

High oxygen
Gen Fold  Funktion oP
adhE Alkohol metabolisme, regenerering af NADH
Arginine/Ornithine metabolisme,
arcAC1C2bl Arginine -> Ornithine + ATP + CO2
cadA ATPase, transport af kationer

carAB, pyrBPR 30+ Pyrimidine, purine, nukleotid metabolisme
pyrZCEF, yniC| '~ = = DNA byggesten, vaekst

Ims Glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase
gim (isomerizing)

Glutamate synthase (NADPH)
gitBD 23+04 . .
Samler nitrogen og carbon metabolisme

it Pyruvate ferredoxin oxidoreductase
n Elektron transport: pyruvate til flavodoxin/ferrodo

oppBCDF 29+0,5 Oligopeptide transport
pflA 2,5+0,6 Aktivering af pyruvate-formate lyase omdelse
Stress respons, regulering
refB - Aktivering af gener med relation til anaerob vaekst
yafEF 28+0,1 Relaterettil DNA reparation
ypjH Oxidoreduktase; Bruger oxygen og NADmsubstrat
. Fe-S oxidoreductase (yrjB)
yBCD Aerob energi-metabolisme
cysK, metB2 Cystein, methionin og sulfur metabolisme
dukA Reparation af DNA, dannelse af dGTP AgH
fhuG, ydcG -2,3+0,3 Ferrichrome (B9 transport, Fenton reaktion
mtsABC Mangan transport
Glucosamine-6-P isomerase
nagB Dannelse af peptidoglycan til celleveegge
nrdF -2,3+ 0,2 Reparation af DNA: nukleotid -> deoxyhadtid
nrdG -1,6 £0,2 Anaerob veekst, dNTP produktion

J

yigC

) Aminosyre transport NED
YIgE -2,1+0,5 Y P




Tabel 3. Differentielt udtrykte generli. lactis ssp.lactis DSM20481 nér ilten er opbrugt i maelk
med lavt initialt iltindhold

Lavt oxygen-indhold (30 %)

Gen Fold Funktion oP

. . [ ]
adhA -3,1 £ 0,2 | Alkohol metabolisme, regenerering af NAD
arcABC1C2D1 -4.2 +1,2 | Arginine/Ornithine metabolism
bglS -22+172
celB, ybhE -4.3 + 1,2 |Alternativ laktose transport.ic. lactis 1L1403
ptbA, ptcAB, yecA | -3,8 0,7
CstA -2,7 £ 0,9 | Tilpasning til carbon mangel
dhalLM, yceJ -2,6 £1,1 | ATP + D-glucose> ADP + D-glucose 6-phosphate; energimetabol|sr
malEFG; yreAB Maltose transport
msmK -2,5+0,1 | Multiple sukker transport, ATP-bindingpfein .
mtsABC; ykjBC Mangan transport NED
pabAB -2,8 + 0,7 |Co-faktor for fx superoxid dismutase
pheST Phenylalanyl-tRNA-synthetase

Genekspressionsdata blev sammenholdt med udvikliagdlygtige komponenter i maelken under
fermentering vedL. lactis DSM 20481. Dannelsen af aromakomponenterne methyldisulfid,
benzaldehyd, 2-heptanone, pentanol, isopentanananone, methional og benzenacetaldehyd var
afhaengig af iltindhold i meelk. Der er ikke fundetmenenhaeng mellem udviklingen af flygtige
komponenter og de udtrykte gener vha. multivarataanalyse.

Genekspressionstudiet Lc. lactisssp.cremorisCHCC O2 (lllumina HiSeq 2000)

Resultater:Effekten af pH og redoxpotentialet pa genekspressiev undersgagt fdr. lactis subsp.
cremoris CHCC 02 under syrning af meelk ved hgijt initialt. iKinetiske parametre ved
udtagningstidspunkter er vist i Tabel 4.

Table 4. Prgvesampling og kinetiske parametre (pH, ilt{d¥% luftmaetning) og redox potentiale
(En7, mV) under fermentering af maelk medactis ssp.cremoris CHCC O2.

Lc. lactisssp.cremoris  Kinetic parameters

CHCC 02 pH do,% Eh7, mV
Reference sample 1 6.4 265 350
Test sample 2 6.0 35 340
Test sample 3 5.9 4 -37
Test sample 4 5.6 4 -178

Der blev identificeret mere end 200 transkripteNfsekvenser), som var differentielt udtrykte
(fold-aendringer (fc)>2) under syrning (praver 2@4) i forhold til startpunktet. Sekvenserne blev



yderligere annoteret til 92 funktionelle gener sdimtgener med ukendt funktion. Samtidigt blev
mange at de identificerede gener repraesenteret flaesl transkripter som viste bade op- og
nedregulering for den samme gene. For at finde fiede aktuelle fc-veerdier, samt for at bekraefte
sekventeringsresultaterne blev udfgrt omfattend€ERjRnalyse af 60 gener. Gener som viste
signifikante aendringer ved begge metoder er vistdel 5.

Table 5. Differentielt udtrykte gener L. lactis ssp.cremoris CHCC O2 (samples S2, S3 and S4)
bestemt ved lllumina HiSeq 2000 og gPCR

_ Fold change

Gene/ORF Product Function 52 53 S4
Carbohydrate and lipid metabolism
glgB 1,4-alpha-glucan-branching protein Starch suctose metabolism 5 7 1
adhE Alcohol/Acetaldehyde dehydrogenase Glycolysis 5 8 2
cvcas_0157  Alpha/beta hydrolase Glycolysis 6 4 2
glmS fructose-6P aminotransferase Carbohydratyhtbesis 5 7 3
lacr_2205 Glycosyl hydrolase chitinase Amino sugatabolism 4 5 1
lacE Lactose-specific PTS system IIC Galactosabudism 5 5 -2
kw2_1165 DAK2 domain-containing protein Glyceroltatmlic process 2 2 1
gapA Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase B$ysd Gluconeogenesis -2
ribBA Dihydroxy-2-butanone-4P synthase Riboflaginsynthesis -2 -4 -3
LACR_1917 Predicted phosphatase Hydrolase activity 1 -2 1
Nucleotide and DNA metabolism
carB Carbamoyl-phosphate synthase Pyrimidine bibegns 1 1 5
pyrC Dihydroorotase Pyrimidine biosynthesis 30
uc509 p6029 1S6 family transposase DNA integration 20 20 2
purA Adenylosuccinate synthase de novo AMP bidsysis -2 -2 1
guaAB Inosine-5-monophosphate dehydrogenase  Puondtabolism -3 -4 1
pnp Polynucleotide phosphorylase/ Degradation oARN -6 -18 1
Protein biosynthesis
comGBEC Competence protein Protein export -2 -3 -2
pepOF Oligopeptidase O and F Degradation of peptide -2 -3 1
prkC Serine/threonine protein kinase Transfgrtadsphor groups -2 -3 1
Transport and binding proteins
oppBD Oligopeptide transport ATP-binding protein @Bype oligopeptide transport 1 1 3
lacr_1923 Amino acid ABC transporter permease Angicid transporting ATPase -6 -8 1
kw2_0091 Amino acid transporter Amino acid transpor -7 -9 2
emrB MFS transporter Response to ion gradients -3 -4 1
iil_13985 Mn2+/Fe2+ transporter Metal ion transport 1 -2 1
uc509 1284  Multidrug resistance ABC transporter Meane ATP-binding cassette -4 -5 1
lInz_01800 Cobalt ABC transporter ATPase and higd® 1 -2 -10
kw2_2059 ABC transporter ATP-binding protein AT&abolic process -2 -3 1
Oxidation reduction
uc509 _p6021 Pyridine mercuric reductase Cell rddnxneostasis 3 4 1
lIh_2985 Putative oxidoreductase Cell redox honasist 2 2 1
Energy metabolism
atpA ATP synthase F1 alpha subunit ATP coupledaprtrtansport -2 -3 1
Folding, sorting and degradation
CStA Carbon starvation protein Cellular responstémvation 5 6 1
clpE Protease ATP-binding subunit Agregation difutar structures 1 1 -2




Gener som var steerkt opreguleret i forbindelse mgdenforbrug var primaert impliceret i lactose
metabolisme dlgB, adhE, gimS lacE), cell redox homeostasis (pyridine mercuric redsetand
oxidoreductase), og DNA integration (IS6 familyrtsposase). Steerkt nedregulerede gener hgarte til
purine biosyntetiske vej@@aAB og purA), riboflavin biosyntesis (ribBA), RNA degradatigonp),
protein eksport og catabolismomGBEC, pepOF, prkC) samt ion og aminosyrer transport. Gener
som medvirkede pyrimidine biosyntesigyrC and carB) og oligopeptide transporbgpBD) var
staerk opreguleret ved pH fald. Der arbejdes pa anuskript baseret pa disse resultater til
indsendelsen til Int. J. Food Microbiology.

Konklusion: SyrningskultureiLc. lactis ssp.lactis DSM2048T og Lc. lactis ssp. cremoris CHCC

02 responderer pa oxygenstress og tilpasser sigirgadi redoxpotentialet og pH ved op- og
nedregulering af en lang raekke gener. Der er opkiaolekulzer mekanismer relateret til ilt- og
pH-stress som tyder pa at indledende iltindhold &giie en role for production og sammensaetning
af metaboliter, som stammer fra lactose/pyruvatiasyrer omdannelse og dermed kan pavirke
aromaudviklingen.

AP4. Redoxpotentialets betydning for ostekvalitet

Formal: Formalet med AP4 var at klarleegge redoxpotentidletgdning for ostekvaliteten. Dette
blev opnaet dels ved et forsgg pa Thise mejeri togiletskala forsgg pa Chr. Hansen ATC
(Application and Training Center).

Indledende forsgg pa Thise mejeri

Resultater: Formalet med dette forsgg var at fa belyst, hdedeprgvetagning og handtering af
prover fra forskellige ostninger kunne udfagres edpcerbart, samt at optimere de analysemetoder,
som skulle anvendes pa hovedforsgget hos Chr. HaRseloxpotentialet og iltindholdet blev malt
under processering af ostemaelken fra landmandstél@betilseetning pa Thise Mejeri. Maelken
kom fra fire garde, og der blev udtaget prever rimeelkstanken, i buffertanken, far og efter
pasteurisering af skummetmeelk og i ostekaret foeftey syreveekker og efter Igbetilsaetning. Der
kunne males sma fald i pH og redoxpotentialet inden den givne tidsramme. Efter
syreveekkertilsaetningen observeredes et fald iditiddet, men, baseret pa disse pragveudtag, var
ingen af trinene i processeringen af ostemaelkehgsdaitiske mht. pavirkning af redoxpotentialet.
Lactoperoxidase (LPO)-aktivitet faldt under pastenng og yderligere under transport til
ostekaret, hvilket er i overensstemmelse med isuite fra tidligere laboratorieforsgg (AP2).
Niveauet af vitamin E (tocopherol) var stabilt ungasteurisering, men faldt under syrningen. Der
skete klare aendringer i aromakomponenterne bader yprdcesseringen af maelken, ostemodning
og lagring af osten.

Konklusion: Teknologisk behandling af ostemaelken havde erktgff@ LPO-aktivitet, vitamin E og
aromakomponenter, medens andringer i pH og redempalet var ubetydelige.



Pilotskala forsgg pa Chr. Hansen ATC (Harsholm)

Resultater: Der blev fremstillet fire oste (Gouda 45+) hvor Ikeas iltindhold enten var saenket
eller heevet, med og uden ekstra tilseetning aftesdénde kultur. Som starterkultur anvendtes den
udefinerede DL-kultur CHN-19. Ostenes sammensaetbieg bestemt i produktionsuge 0 og 19
efter saltning og der blev vurderet sensoriske skmver i modnede oste. Yderligere blev frie
aminosyrer, peptid-sammenseaetning og flygtige koreptar undersggt efter 18 ugers ostemodning.
Samlet blev der ikke pavist forskel mellem behamgh i sammensaetning af osteprgver, hermed,
pH, salt, tarstof, proteinindhold og fedt fra desimsne produktions ugen (uge O og uge 19).
Ligeledes viste de sensoriske analyser ingen skgnif virkning af vakuum/luft-behandling samt
tilsaetning af "ilteedende” kultur i ostemeelken pgtjwdseende, konsistens, mundfornemmelse og
smag i oste. Aminosyresammensaetning samt modnee; bg sgde aminosyre indices i feerdige
oste var heller ikke aendret betydelig med dissahdinger. Samtidigt er der dog tegn pa, at der er
en sammenhaeng mellem udviklingen af flygtige konemoer (bl.a. hexane, methyl cyclopentan,
acetaldehyde, acetone, butanone, diacetylbuthagolacetoin) og det initiale iltindhold og
redoxpotential i ost (Fig. 4). Analysen af peptairsnensaetning tydede pa at luftbehandling med
tilsaetning af ilteedende kultur har en effekt pas@msaetning af peptider i ost (Fig. 5).
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Figur 4. PCA analyse som viser gruppering af oste eftdnaidiaf flygtige komponenter. Prgver betegnelser
i score plot: gren "vacuum” - saenket ilt; bla "vacu+” - seenket ilt og tilseet en ilteedende kultuselyad

"air’ — haevet ilt; rgd "air+” — haevet ilt og tilsaeh iltaedende kultur. Nummer star for forskelligedhers.



Figur 5. Heat-plot af peptidanalyser i ost (Gouda 45+).
Prgver er markeret: "vac” — vacuum/saenket ilt; *¥ac
— vacuum/saenket ilt og tilseet en ilteedende kutair}

— haevet ilt; "air+” — haevet ilt og tilseet en ilteade
kultur. Nummer 2 og 3 star for forskellige batchers
Prgverne Air+2 og Air+3 er grupperet sammen hvilket
tyder pa at luftbehandling med tilsaetning a iltagien
kultur har en effekt pa sammensaetning af peptidet. i

By
< e
<C >

Air2
Vac3
Vac2
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Konklusion: Der var en tendens til at iltindhold pavirker flige komponenter og peptid-

sammensaetning i ost. Samlet blev der ikke pawgtifiante forskel mellem behandlinger pa de
gvrige undersggte karakteristika i osteprgverne.
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