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Sammendrag
Forbedring af lavfedtholdig halvfast ost gennem regulering af peptidsammensatningen

Halvfaste oste, som Danbo med et hojt vandindhold og kort modningstid er karakteriseret
af en stor andel af de store til mellemstore peptider, der stammer fra kaseinnedbrydningen, og
kun en mindre mengde af mindre peptider og frie aminosyrer. Den store mangde af
mellemstore hydrofobe peptider har betydning for ostens konsistens og eger risikoen for bitter
smag. Det er egenskaber der er vanskelige at undga i forbindelse med fremstilling af
lavfedtholdige oste og iser dem med 20 % eller mindre fedt i terstof. Projektets formal var at
undersoge, hvorledes peptidsammensatningen kan justeres, for at give lavfedtholdig halvfast
ost en god og stabil konsistens og smag, samt hvordan syrevekkere og modningskulturer kan
anvendes for at opna en fordelagtig sammensetning af peptider i ostene.

Der blev arbejdet med kortlegning af peptidprofiler i udvalgte oste med forskellige
egenskaber, samt identificering af peptider og hydrolyseforseg med de indblandede enzymer.
Ostningsforseg blev genemfort med formal at undersoge effekter pa peptidnedbrydningen af
kulturer og preeparat af Lactobacillus helveticus, der blev udvalgt for deres hoje aktivitet af
aminopeptidaser med bred specificitet til at nedbryde forskellige ostepeptider. Det lykkedes at
fa de store peptider nedbrudt og at ege indholdet af frie aminosyrer drastisk 1 lavfedtholdige
oste type Danbo med 13 % fedt (20 % fedt i terstof). De lavfedtholdige oste fik en bedre
konsistens, hvor aminosyreindholdet blev eget til mindst det dobbelte, samtidigt med at den
primare nedbrydning af kaseinet ikke blev @ndret. Konsistensen var mindre kleeg og mere
kort eller spred, og ostene holdt formen bedre og flad ikke ud pd den samme made som
kontroloste.

Ostene blev ogsd mindre bitre ved anvendelse af varmebehandlede celler af Lb. helveticus
eller normalt behandlede kulturer heraf, og de fik en mere moden smag. Der dannedes mere af
flere vigtige aromakomponenter i ostene med varmebehandlede Lb. helveticus, men hvilke og
hvor meget disse blev oget, var athengigt af hvilken syrevakker der blev brugt. Effekterne
var storre ved brug af syrevaekkere med en sterre andel af citratforbrugende bakterier
(Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis og Leuconostoc mesenteroides).
Syrevakkerbakterierne var stimuleret af tilsetningen allerede de forste uger af modningen.
Det er ikke klarlagt hvilken betydning en oget frigerelse af aminosyrer i osten har pa
smagsudviklingen, udover at det oger baggrundsmagen som “suppeagtig”, ’salt” og ’sed”.
Flere specifikke smagskomponenter dannes fra nedbrydning af aminosyrer, men der er
rigeligt med aminosyrer fra denne nedbrydning i alle ostene. En tilstraekkelig tilgeengelighed
til aminosyrer giver dog ogsé de tilstedevarende mikroorganismer mulighed til at bruge flere
alternative metaboliske veje. Det blev for eksempel vist at 1 oste med syrevaekkerbakterier der
kan fremstille energi fra aminosyren arginin, blev flere aromakomponenter dannet som folge
af aget mengde af aminosyrer end 1 andre oste. Resultater i projektet peger pd sammenhang
mellem mikrobielle aktiviteter i begyndelsen af ostemodningen og de muligheder der er for
aromadannelse senere under modningen.



Resumé in English
Improvement of low-fat semi-hard cheese through regulation of the peptide composition

Semi-hard rather soft cheeses like Danbo with high moisture content and a short ripening
period, are characterized by high content of large to medium-sized peptides, which originate
from the casein breakdown, and low content of further breakdown products as free amino
acids. The large proportion of quite large and hydrophobic peptides influence the physical
properties of the cheese and increase the risk of bitter flavour. These are critical points in the
production of low-fat cheese and especially cheeses with 20 % or less fat content in dry
matter. The objective of this project was to study how the composition of peptides shall be
changed to give low-fat semi-hard cheese an attractive and stable texture as well as a mild and
clean flavour. Methods should be evaluated for changing the peptide composition by the use
of selected starter and adjunct microbial cultures.

A mapping was made of peptide profiles of selected cheese varieties with different
properties, and the work also comprised identification of peptides and hydrolysis experiments
using the involved enzymes. Cheese making experiments were made to examine effects of
cultures and preparations of Lactobacillus helveticus, which had been selected for their high
activity of aminopeptidases with broad specificity for different kinds of cheese peptides.
Breakdown of a considerable part of the quite large peptides and a large increase in the
content of free amino acids were successfully obtained in low fat cheese type Danbo with 13
% fat in cheese. With a double amount of free amino acids and at the same time no change in
the primary casein breakdown, the consistency of the low-fat cheese was approved. The
cheese became less adhesive and more brittle, and they kept their form better and did not flow
out in the same way as control cheeses did.

Less bitterness and more mature flavour were observed in cheeses with addition of heat-
treated cells or selected cultures of Lb. helveticus. More of several important flavour
compounds were produced in cheese after addition of heat-treated Lb. helveticus, but which
components and how much their content increased, depended on which starter that was used.
The effect was stronger with a starter culture containing a larger part of citrate using bacteria
(Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis and Leuconostoc mesenteroides). The
starter bacteria were stimulated by the addition already during the first weeks of ripening.
What impact an increased release of amino acids in cheese has on the flavour development is
not clear, except an increased background flavour with broth, salt and sweet components.
There was not a lack of amino acids as precursors for the several aroma compounds that are
produced from amino acid breakdown in any of the cheeses. An increased availability of
amino acids, however, offers the cheese bacteria more possibilities to use their alternative
metabolic pathways. It was for instance shown that in cheeses containing starter bacteria with
the ability to produce energy from the amino acid arginine, more aroma compounds were
produced in parallel to the increased amino acid content. Results of the project indicate a
relation between microbial activities at the beginning of ripening and possibilities for flavour
development much later during cheese ripening.



1. Baggrund og mal

Af sundheds- og ernaringsmassige drsager har der i de senere ar varet en voksende
eftersporgsel efter lavfedtholdige fodevarer. Desverre er produktionen af lavfedtholdige
halvfaste oste praeget af problemer med ustabil konsistens og uensartet kvalitet, og det er isaer
hvis fedtindholdet skal vaere 20 % 1 terstof eller mindre. Konsistensen bliver typisk
overmoden til folge en kraftig proteolyse, inden en rig og sammensat smag er udviklet, og
enkelte smagskomponenter som for eksempel fra overflademodning kan let komme til at
dominere. Foruds@tninger for de faktorer der regulerer smagsudviklingen i ost forandres af
ostningsteknikken, og af biologiske aktiviteter allerede under den forste modningstid. En eget
frigorelse af aminosyrer i osten har betydning for smagsudviklingen men hvordan er der
forskellige teorier om (12, 17, 19).

Halvfaste danske oste har typisk et hejt vandindhold, en kort modningstid og lugt og smag
af kit men ellers ofte mild smag. Sddanne ostesorter er karakteriseret af et hgjt indhold af
mellemstore hydrofobe peptider af hvilke en del smager bittert, en smag der intensiveres nér
fedtet fjernes. Endvidere forringes konsistensen til at blive mere svampagtig, hvis en hgj
andel af peptiderne er relativt store og hydrofobe med begranset evne til at binde
vandmolekyler, som der er rigeligt af i de halvfaste oste. En forudsatning for en god
konsistens i lavfedtholdig ost er at en del af fedtet erstattes med endnu mere vand (17, 22).
Det er derfor s@rdeles svert at fremstille halvfast ost af typen hjemmemarkeds (Danmark)
Danbo med et lavt fedtindhold. Konsistensen er athengig af den fedtfattige osts indhold af
kalciumfosfat, laktat, natrium- og ammoniumioner samt evt. fedterstatningsmidler udover
vandindholdet. Desuden er der relationer mellem konsistensen og proteolysen. Den primaere
proteolyse under den forste uge er kendt for at bidrage til at den gummiagtige friske ost bliver
mere smidig. Mindre kendt er mekanismerne bag den rolle proteinnedbrydningen har pé
udvikling af en mere moden og spred konsistens (23, 24).

Formélet med projektet var at undersege, hvorledes peptidsammensatningen skal justeres,
for at give lavfedtholdig halvfast ost en god og stabil konsistens og smag. Det blev lavet en
indledende kortlegning af peptidprofiler i forskellige ostesorter, og studier af hvilke peptider
der er, hvilke enzymer der er indblandet og hvilken betydning peptidsammensatningen kan
have for de sensoriske egenskaber. Endvidere blev det undersogt, hvordan starter- og
modningskulturer kan anvendes for at opna en fordelagtig sammensatning af peptider i
ostene.

2. Resultat og diskussion

2.1 Kortlegning

Proteolyse og peptidindhold blev undersegt 1 en rekke danske og udenlandske ostesorter
med normalt fedtindhold og i et par lavfedtholdige oste der kebtes ind i forretninger eller blev
sendt til os direkte fra mejerier. Kasein blev analyseret med kapillarelektroforese (CE),
peptider der er opleselige ved pH 4.6 med HPLC og indhold af frie individuelle aminosyrer
med HPLC efter derivatisering. Der er givet eksempler pa peptidprofiler for oste med
forskellige egenskaber i Figur 1. I de hardeste oste, dem der er gverst i figuren, er kaseinet
meget nedbrudt 1 hej grad og for Parmigiano-Reggiano dominerer aminosyretopperne helt.
Det er i Figur 1 muligt at se flere faelles toppe, der indeholder peptider (fragmenter, som
herefter benavnes ”f” efterfulgt af talvaerdier, der gengiver den aminoterminale
aminosyresekvens) fra maelkesyrebakteriernes hydrolyse af peptidet o-kasein (f1-23)
(toppene 2, 4, 5 og 6) 1 alle oste, med undtagelse for de to overste.
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Figur 1. Eksempler pé peptidprofiler i nogle forskellige ostesorter analyseret ved HPLC (ikke alle oste
er analyseret). De nummererede toppe udger de identificerede peptidfragmenter (f), der angivet
nedenfor samt evt. uidentificerede fragmenter. Phe og trp er aminosyrerne phenylalanin og tryptophan.

1 oy -kasein (f4-9) og (f4-8) 6 a,-kasein (f1-16)

2 g -kasein (f1-9) og (f1-8) 7 PB-kasein (f1-28)

Fraktioner (f1-105), (f1-107), (£f29-105)
og (f29-107) fra B-casein A og B

4 oy -kasein (f1-13) 9 a-lactalbumin

5 oy -kasein (f1-13) 10 B-laktoglobulin af to genetiske varianter

3 oy -kasein (f4-13) 8




Disse to oste, Comté og Parmigiano-Reggiano, fremstilles af upasteuriseret rd malk med
termofile syrevakkere og eftervarmes ved sé hegj en temperatur at leben bliver inaktiveret.
Peptidet a5 -kasein (f1-23) bliver dannet af lgbens aktivitet i osten og mangler saledes i de to
overste oste. Forholdet mellem mangderne af de fire omtalte peptider i ostene er athengig af
genetiske forskelle mellem syrevakkerstammernes proteaser, og af potentiale for deres videre
nedbrydning i ostene af peptidasenzymer fra syrevaekkeren, medfelgeflora og specielt tilsat
modningskultur som i Kadett-ost. Der er ikke set forskelle 1 peptidprofilerne som folge af
overflademodning i de lavfedtholdige oste, da disse kun modnes et par uger, men dog i
normalfede oste med lang lagringstid, eftersom en kraftig egning af pH som folge af
kitmodningen pavirker proteolysen.

Peptidprofilerne (figur 1) viser to eksempler pa strategier for fremstilling af oste med
fedtindhold 20+ eller lavere. Den ene er kraftig begraensning af syrevaekkerens udvikling og
de proteolytiske aktiviteter ved ostning og lagring (Thise 10+), og den anden er tilse@tning af
modningskultur for at nedbryde de dannede mellemstore og mindre peptider s& meget som
muligt uden at pavirke den primare kaseinnedbrydning (Kadett 20+).

Ved kortlagningen blev proteolysen ogsé analyseret i Danbo med forskelligt fedtindhold,
(45+, 30+ og 20+), der blev fremstillet pa et mejeri den samme uge, gentaget tre gange.
Peptidprofilerne var meget ens, men for Danbo 30+ var den signifikant forskellig fra de andre
idet flere af peptiderne i intervallet mellem 40 og 52 min (se figur 1) var mere nedbrudt. Fra
sensorisk synspunkt var disse oste ikke sé forskellige fra Danbo 45+ som dem med det laveste
fedtindhold, hvilket viser at peptiderne i en ost med lavere fedtindhold gerne ma veere lidt
mere nedbrudt. Vand i fedtfri ost var ens i 45+ og 30+, medens den var 2 %-enheder lavere i
Danbo 20+, hvis konsistens blev bedemt som fastere og mindre klaeg. Disse egenskaber viste
sig ved reologiske malinger som sterre vaerdier for "stress ved brud" og "arbejde til brud". Der
var det samme totale indhold af aminosyrer og samme pH i Danbo-ostene med forskelligt
fedtindhold. (1)

2.2 Vandbindingsevne

En stor del af kunsten ved at producere gode lavfedtholdige oste ligger i at binde meget
vand i osten og i kaseinnetvarket pa den rigtige made. Af stor betydning for vandbindingen er
hvor meget kalciumfosfat og laktose der kommer med i osten og det bestemmes af
ostningsprocessen. Ved et lavere indhold af kollodialt kalciumfosfat i den friske ost frigeres
en del af det, som er bundet til kaseinet for at ligevaegt skal opnas, og det blotlegger til
gengaeld ladede grupper i kaseinet, der binder mere vand. Kaseinnetvarket bliver hermed
mere dbent og osten bliver bledere. Den enskede effekt far man ved at fortynde vallen med
vand under efterreringen. Den som folge af vandtilsatningen fortyndede laktosekoncentration
mindsker den mande malkesyre, der kan blive dannet og pdvirker pH i1 den enkelte ost. Dette
har betydning bade for ostens endelige sammensetning og herunder hvordan kalcium, fosfat
og vand er fordelt i osten. Endvidere bliver osten blodere som folge af udskiftning af kalcium
med natrium ved saltningen og med ammoniumioner ved overflademodning, og disse
processer er ogsa athangigt af pH 1 osten.

Nedbrydning af kasein i ost til peptider og aminosyrer gger antallet af molekyler i
oplesning og blotlagte molekyleender i kaseinnetverket, der binder vandmolekyler til sig.
Ved hver peptidbindning der bliver hydrolyseret forbruges et vandmolekyle, men der er
mange flere vandmolekyler, der orienterer sig 1 et fast monster rundt om peptidmolekylernes
nye ender. Vi ville teste vor teori om at den forandring i konsistensen mod at blive spredere
(kortere) og mindre kleg, som opnas i et senere trin af modningen, og som det lykkedes os at



accelerere 1 lavfedtholdige oste (se afsnit 2.4), kan forklares med hvor meget vand ostene er i
stand til at binde. Forelabige resultater fra NMR-malinger (kernemagnetisk resonans-
spektroskopi) indikerer at en ost med kraftigere modning og et storre indhold af sma peptider
og aminosyrer men med den samme mangde kasein nedbrudt, er i stand til at binde mere
vand end en mindre moden ost af den samme alder og ellers med den samme sammensatning.
Desvearre var der af praktiske arsager ikke mulighed for at folge op pa disse indledende
interessante resultater med flere forseg i projektet.

En sammenligning mellem vandbindingsevne 1 to lavfedtholdige oste med meget forskellig
peptidsammensatning (Kadett og Cheasy), blev lavet ved undersegelser af den ostejuice der
er mulig at presse ud af ostene med en hgjtrykspresse. Det var muligt at presse 3 - 4 gange
mere juice ud fra den mere modne ost (Kadett), der havde 4 - 5 gange storre indhold af
aminosyrer, hvor alle mellemstore peptider var nedbrudt og (bemerk) et lavere vandindhold.
Forskelle mellem hvilke peptider der blev presset ud og de der er opleselige ved pH 4.6 (figur
2) indikerer at protein-proteininteraktioner foreckommer mellem store hydrofobe peptider og
kaseinnetvaerket, der holder disse peptider tilbage i osten sammen med det vand der er bundet
til eller orienteret omkring dem (12).
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Figur 2. Peptider fra juice der blev presset ud af osten og fra et pH 4.6-opleseligt ekstrakt analyseret
med HPLC.

2.3 Enzymaktiviteter

En forudsatning for aktivt at kunne styre en forandring af peptidsammensatningen i
lavfedtholdig ost 1 ensket retning er viden om hvordan forskellige enzymer 1 osten kan
bidrage. Kaseinnedbrydningen i halvfaste oste begynder med specifik hydrolyse formidlet af
lobe og melkeproteasen plasmin. Det n@ste trin er at en del af de dannede peptider bliver
nedbrudt af syrevackkerens celleveeg-proteaser. En del af de lidt mindre peptider bliver videre
nedbrudt til endnu mindre peptider og aminosyrer af en lang reekke enzymer, herunder
aminopeptidaser fra syrevakker og medfelgeflora. (18)

De vigtigste enzymer bag dannelse, akkumulering og eliminering af forskellige peptider og
grupper af peptider blev studeret ved hydrolyseforseg. Natriumkaseinat blev hydrolyseret



med lebe og plasmin og disse nedbrydningsprodukter blev videre hydrolyseret med et
aminopeptidasepraeparat fra melkesyrebakterier (9). Peptidfraktioner fra ost blev ogsa videre
hydrolyseret med aminopeptidasepraparatet. Forandringer i kaseinkomponenter og
peptidsammens&tning blev analyseret med kapillarelektroforese og HPLC. Der blev ogsé
udfert hydrolyseforseg med oprenset kasein fra homozygote keer (der producerer enkelte
genetiske varianter af kaseinerne) med henblik pa bedre at kunne identificere de dannede
peptider. Resultater af disse undersggelser blev brugt ved identificering af peptider (afsnit
2.4), samt til at planleegge ostningsforseg og evaluere forandringer i peptidsammensatningen
i disse oste (afsnit 2.5).

2.4 Peptididentificering

Peptider i ostene blev identificeret ved hjelp af hydrolyseforseg, praparativ kromatografi
og LC-MS (hgjtryksvaskekromatografi koblet til massespektroskopi) for bestemmelse af
molekylmasse og sandsynlig aminosyresekvens. Alle de proteose-peptoner der stammer fra
plasmins nedbrydning af B-kasein blev identificeret i osteekstrakt og hydrolysater. Endvidere
er en rekke peptider forelobigt identificeret fra aktiviteten af syrningskulturens celleveg-
proteaser pa a;-kasein (f1-23), der stammer fra lobens aktivitet. Tre af disse, o;-kasein (f1-
8), (f1-9) og (f1-13), er fundet med de tre forste aminosyrer arg-pro-lys (arginin, prolin og
lysin) fraspaltet af til o -kasein f(4-8), (f4-9) og (f4-13) 1 oste med tilsetning af Lactobacillus
helveticus, der blev vist at have enzymer med specificitet for at fraspalte disse terminale
aminosyrer (aminopeptidasetype pepN og pepX) (25). Peptiderne er fundet i de markerede
toppe 1 kromatogrammerne i figur 1, men peptider er ikke identificeret i alle oste i figuren, og
toppene indholder ogsa andre peptider. Evalueringen er ikke fuldfert og resultaterne er
forelabige. (4, 10, 11, 25)

2.5 Ostningsforseg med formal at zendre peptidsammenszatningen

Det har veret kendt en tid at den primere proteolyse i1 oste under is@r de forste uger er
med til at gare ostekonsistensen mere bled og smidig, men man ved ikke ret meget om
hvordan den videre nedbrydning af de forst dannede peptider pavirker konsistensen, og det
var den vores undersggelser var fokuseret pa at beskrive. Det er ogsé denne videre
nedbrydning der har potentiale til at fjerne bitter smag. Med formal at forandre
peptidsammensatningen og studere hvordan det pavirker ostens egenskaber, blev to serier
ostningsforsag med 12 respektive 9 ostninger udfort 1 pilotmejeriet hos Arla Foods
Innovationcentre Brabrand. Forholdet mellem malkesyrebakteriernes aktiviteter fra den
cellebundne protease og de intracellulare peptidaser, blev forandret ved tilsetning af tre
forskellige Lb. helveticus kulturer med forskellige forhold mellem disse aktiviteter. Lb.
helveticus blev valgt til disse forsag eftersom de har meget storre potentiale til acceleration af
peptidnedbrydning og frigerelse af aminosyrer end andre kulturer som f. eks. de fakultativt
heterofermentative laktobaciller (for eksempel Lb. paracasei og Lb. plantarum) fra
medfelgefloraen (20). Indflydelse fra syrevaekkere med forskelligt forhold mellem syre- og
aromadannere blev ogsa undersogt.

I den ene forsegsserie blev fire ostninger i 1000 liters-tanke gentaget tre gange. To
forskellige syrevaekkere blev brugt med eller uden tilsetning af varmebehandlede Lb.
helveticus (Enzobact). I den anden forsegsserie blev tre forskellige ostninger 1 1000 liters-
tanke gentaget tre gange. To forskellige Lb. helveticus kulturer (LH-B02 og LH-32) blev
testet sammen med den ene af de syrevaeckkere der blev brugt i den ferste serie. (2, 3, 4)



Effekt af syreveekkere med forskellige forhold mellem syre- og aromadannere

Forholdet mellem de forskellige grupper af syrevakkerbakterier a) Lactococcus lactis
subsp. lactis og cremoris (syredannere), b) citrateforbrugende Lc. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis og c) Leuconostoc, a/b/c var. 84/11/5 for Starter A (A for aroma) and 96/3/1 for
Starter S (S for syre). Disse forskelle pavirkede den mikrobielle flora i ostene under hele
modningstiden. Oste med Starter A havde et storre antal huller formodentlig som folge af det
storre indhold af citratforbrugende bakterier. Der blev nedbrudt den samme mangde kasein
og dannet cirka lige s meget peptid og aminosyre i alle ostene, men der var et par kvalitative
forskelle. Forholdet mellem mangden af peptider, der blev dannet af syrevakkerproteasens
aktivitet pa peptidet a,;-kasein (f1-23) varierede, hvilket kan skyldes forskellige genetiske
varianter af proteasen. Der var ogsa signifikante forskelle mellem indholdet af arginin og de
to aminosyrer der dannes ved nedbrydning af denne aminosyre, ornithin og citrullin. Af de to
forskellige underarter af Lactococcus lactis, nemlig lactis og cremoris er det is@r den ene, Lc.
lactis subsp. lactis, der er kendt for at forbruge arginin. Det giver dem mulighed til at
fremstille mere energi og opjustere et lavt pH ved nedbrydning af arginin til ornithin, ATP og
ammoniumioner. Citrullin er et mellemprodukt i processen. Der blev dannet meget mere
ornithin i oste med Starter A end med Starter S, og den ekstra energi det giver er maske en del
af forklaringen p4 at der ogsd dannedes lidt flere aromastoffer 1 disse oste. Smeorsyre var der
dog mere af i oste med Starter S, og medens mangden mindskedes i oste med Starter A
mellem 3 og 9 ugers modning, ogede den i1 oste med Starter S. Resultater af sensorisk analyse
viste at oste med Starter A var lidt mere modne i smagen, lidt mere klaeg og mindre smuldrede
end de andre. De reologiske mélinger viste ingen forskel mellem oste med de to syreveaekkere.
(3,21,27)

Effekt af varmebehandlede laktobaciller

Der var ingen forskel i pH under ostningen eller i minimums-pH, men syrningen gik lidt
hurtigere under presningen i oste med de varmebehandlede laktobacillerne (Enzobact,
Medipharm). Der var vist et hgjere bakterietal for alle grupper af syrevaekkerbakterier de
forste tre uger af modningen i oste med Enzobact end i oste uden. De varmebehandlede
laktobaciller accelererede nedbrydning af peptider fra syrevaekkerens hydrolyse af o,;-kasein
(f1-23) pa den samme made som de gor 1 Kadett (Se figur 1 og afsnit 2.4). M@ngden af
aminosyrer ogede vasentligt, til mere end det dobbelte af hvad der dannedes i referenceostene
under de 9 uger, hvor modningen blev ngje analyseret. Proportionelt set ogedes mangden af
glutamin, histidin, prolin og glycin medens andelen af leucin, phenylalanin, aspergin og serin
mindskedes i oste med Enzobact. I de samme oste var der signifikant mere 3-methylbutanol
(aromakomponent fra nedbrydning af leucin) og mindre smer- og hexansyre. Sensorisk
analyse demonstrerede mindre bitter smag og mere af en smagskomponent, der betegnes som
neddesed i oste med Enzobact, som ogsé blev bedemt som mere modne i smagen.
Konsistensen i de samme oste var kortere (lettere at bryde) og mindre elastisk. Der var ogsé
signifikant forskel i de reologiske resultater fra uniaksial kompression (stress ved brud var
lavere 1 oste med Enzobact). Oste med Enzobact, der havde hejt indhold af aminosyrer og
sma peptider, holdt desuden formen bedre end referenceostene af samme alder, i hvilke
peptiderne ikke var lige sd meget nedbrudt, medens stort set den samme meangde kasein var
nedbrudt i dem alle.

Der blev vist synergieffekter mellem syrevakkere og varmebehandlede laktobaciller. De
positive effekter for konsistens og smag var generelt storre ved brug af Starter A end Starter S
bade kvantitativt og kvalitativt. Der var signifikant storre mangde af aminosyrer dannet og
mere af flere vigtige aromakomponenter i ostene med Starter A efter tilsetning af Enzobact.

10



Tilseetningen pavirkede ogsa dannelsen af aromakomponenter kvalitativt forskelligt 1 ostene
med forskellige syrevakkere. Disse resultater peger pa sammenhang mellem mikrobielle
aktiviteter i begyndelsen af ostemodningen og aromadannelsen, der is@r sker meget senere.
Det er et meget vigtigt omrade for videre forskning. (3, 11, 27)

Effekt af levende kulturer af Lb. helveticus

I oste med tilsaetning af Lb. helveticus kulturerne LH-B02 og LH-32 (fra Chr. Hansen A/S)
udvikledes en mere moden smag og konsistensen blev kortere og mindre kleeg. Effekten var
tydeligst ved brug af LH-B02, som ogsa eliminerede bitter smag til forskel fra LH-32. En
vigtig forskel mellem de varmebehandlede laktobaciller og de levende kulturer er mangden af
cellebundet protease, der er storre i relation til aminopeptidaserne i de levende kulturer. De to
testede kulturer var ogsé forskellige pa den made at den ene er en blandingskultur med
udvalgte stammer og et optimeret forhold mellem disse enzymgrupper (LH-B02), medens den
anden er en enkeltstammekultur med potentiale for at danne proportionalt mere protease i
forhold til mengden af aminopeptidaser (LH-32). Kulturerne blev tilsat direkte til ostekarrene
som dybfrosne pellets. Bakterietal for de forskellige bakteriegrupperne i syrevakkeren blev
ikke pévirket af tilseetningen af de levende kulturer indenfor de ferste to uger, og det blev pH-
udviklingen under modningen heller ikke. Kaseinnedbrydningen var meget ens, med
undtagelse af at oste med LH-32 havde en lidt hurtigere nedbrydning af -kasein uden at der
dannedes mere af y-kasein, hvilket skulle have veret tilfeldet hvis det var plasmin der var
mere aktivt.
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Figur 3. Peptidprofiler for 6 uger gamle oste af typen Danbo med 13 % fedt, med og uden
tilseetning af Lactobacillus helveticus 1 form af levende kulturer (LH-B02 og LH-32) og
varmebehandlede celler (Enzobact). Osterne er analyseret ved to forskellige tidspunkter (de tre
gverste henholdsvis to nederste kromatogrammer horer sammen). Retentionstiderne er ikke helt de
samme, men ved hjelp af de nummererede toppe er det muligt at sammenligne dem. En del
peptider i de nummererede toppe er identificeret (Se figur 1). I retentionsintervallet fra 44 til 55
min. er der vigtige forskelle i peptidprofilerne, men disse peptider er endnu ikke identificeret.
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Denne forskel 1 proteolytisk aktivitet ma saledes tilskrives Lb. helveticus LH-32.
Peptidprofilerne forandredes af de levende Lactobacillus-kulturer pé en lignende made som
ved de varmebehandlede ved at peptider fra nedbrydning af o -kasein (f1-23) blev tre
aminosyrer kortere efter hydrolyse i aminoenden (figur 3). Peptiderne med retentionstider
mellem 44 og 55 min blev nedbrudt af Lb. helveticus, men ikke sa meget med de levende
kulturer som med de varmebehandlede. Den totale mangde af aminosyrer var 50 % hgjere 1
oste med Lb. helveticus-kulturer, hvilket kun er en halvt sé stor stigning som ved tils@tning af
de varmebehandlede laktobaciller (Enzobact). (4)

2.6. Bitre peptider

Bitre peptider blev fremstillet ved hjelp af at hydrolysere natriumkaseinat med
malkeproteasen plasmin og lebeenzymet chymosin efterfulgt af feeldning ved pH 4.6 og
centrifugering. Det pH 4.6-opleselige hydrolysat blev tilsat i stigende mangder til ostestykker
udskéret af Danbo 20+, 30+ og 45+, der efter 7 dages kelig opbevaring blev analyseret
sensorisk for bestemmelse af terskelvaerdien for bitterhed i de tre typer ost. Peptidprofilerne i
hydrolysatet og de forskellige ostestykker blev bestemt ved hjelp af HPLC. Den sensoriske
bedommelse viste at Danbo 20+ i forhold til 30+ og 45+ kun kunne indeholde den halve
mangde af det bitre hydrolysat, for dommerne kunne detektere bitter smag. Det viser, at
fedtet 1 federe oste kan maskere denne smagsfejl. To peptider i hydrolysatet, som blev
genfundet 1 osteproverne, blev forelobigt identificeret som et fragment 165-199 fra chymosins
nedbrydning af o,;-kasein og fragment 193-209 fra chymosins nedbrydning af B-kasein. (1, 8,
26)

I ostningsforsegene (afsnit 2.5) med tilsetning af Lactobacillus helveticus blev bitter smag
elimineret hvis forholdet mellem aminopeptidolytisk og den proteolytiske aktivitet var hgj.
Den bedste effekt blev opnaet 1 oste med varmebehandlede Lb. helveticus (Enzobact) og
derefter i oste med den levende kultur LH-B02 (2, 4)

3. Konklusioner

Det er muligt at forbedre konsistens og smag i lavfedtholdig ost ved at accelerere den
videre nedbrydning af peptider der dannes af den primare nedbrydning af kasein i osten, uden
at &ndre pa denne primere nedbrydning.

Ved en kraftigt oget peptidnedbrydning blev den lavfedtholdige osts konsistens mindre
svampet, mindre kleeg og mere kort (spred) i en retning mod konsistensen i langtidslagret ost.
En fordobling af det totale indhold af frie aminosyrer i ost af type Danbo med 13 % fedt,
medvirkede ogsa til at osten holdt formen bedre og ikke flod ikke s& meget ud.

En god méde at accelerere nedbrydning af de mellemstore peptider er brug af udvalgte
stammer af Lactobacillus helveticus, og den bedste effekt blev opnaet ved brug af
varmebehandlede celler. Lactobacillus af andre arter er ikke vist at kunne overproducere sa
mange aminosyrer der er brug for til at forbedre konsistensen pa den her made.

En del af de mellemstore peptider giver osten en bitter smag. Det blev vist at en
lavfedtholdig ost kun skal indeholde en mindre maengde af disse peptider end en ost med
mere fedt, for at den smager bittert. Den ggede nedbrydning af de mellemstore peptider med
hjeelp af Lb. helveticus mindskede ogsa bitter smag i ostene. En mere moden smag udvikledes
1 de lavfedtholdige oste med tilsetning af udvalgte stammer af Lb. helveticus, og forbedringen
var athangig af hvilken syrevakker der blev brugt. Der er brug for mere forskning i disse
synergieffekter og regulering af de forskellige metaboliske veje bag smagsdannelse i1 ost.
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Nationalt
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Chr. Hansen A/S, Horsholm
Internationalt

Medipharm, Arla Foods, Kagerdd, Sverige
INRA, Renne, Frankrig

8. Praktisk og videnskabelig betydning

Projektet har demonstreret en ny made at forandre konsistens i lavfedtholdig ost til at blive mindre
sej og mere kort (lettere at bryde), mindre kleeg samt at holde formen bedre, ved at sge nedbrydning af
peptider til aminosyrer drastisk, uden at forandre den primere kaseinnedbrydning. Konsistensen, og
ogséd smagen var mulig at forbedre i ost med kun 13 % fedt, ved at bruge modningskulturer med
aktiviteter der @ger nedbrydning af peptider til aminosyrer. Det drejer sig om at mindst fordoble disse
aktiviteter og de lavfedtholdige ostesorter, der er modne efter en kort tids lagring, skal have lige sa
mange aminosyrer som meget gamle normalfedtholdige oste. Effekten er mulig at opna med kulturer
af Lactobacillus helveticus og iseer af dem, der er varmebehandlede sa bakterierne kan tilsattes i starre
mangde uden at pavirke ostningen og samtidig give en god balance mellem proteolytiske og
aminopeptidolytiske aktiviteter. Andre undersegte arter af Lactobacillus, der kan pévirke osten pa
andre mader, har ikke givet den samme kraftige effekt pa frigerelse af aminosyrer.

Den intensive nedbrydning af peptider er vist at have en direkte betydning for ostenes konsistens,
og der er indikationer pé at forandringen skyldes hvordan vand er bundet i ostene. Forelobige
resultater viste at NMR er en interessant metode at bruge til disse undersggelser. Nye metoder er
udviklet til at undersege dannelse, akkumulering og nedbrydning af peptider i ost ved brug af
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peptididentificering med LC-MS kombineret med HPLC, CE, oprensning af kaseiner fra homozygote
keer og hydrolyseforsgg samt enzymfraktionering og enzymkinetiske malinger.

Det er for forste gang vist at en ost med mindre fedt smager bittert med kun halvdelen af den
mangde af et bittert peptidhydrolysat der kan vare i en normalfedt ost for den smager bittert. Det viser
at maengden af mellemstore, hydrofobe peptider er endnu vigtigere at begranse 1 de lavfedtholdige
oste end i andre halvfaste oste.

Smagen bliver forandret p4 mere end en made ved brug af den ovenfor beskrevne teknik med
tilseetning af Lb. helveticus. Direkte effekter er at bitter smag elimineres ved at de bitre peptider bliver
nedbrudt, og at et sterre indhold af aminosyrer og sma peptider forstaerker baggrundssmagen
(suppeagtig, salt, sed). Produktion af flygtige aromakomponenter er ogsé blevet pavirket pé forskellige
mader, der er afhangig af syreveekkerens sammensatning. Resultater i projektet peger pa at der er en
relation mellem bakterielle aktiviteter i begyndelsen af ostemodningen og smagsdannelse, der sker
langt senere 1 osten. Der er sandsynligvis fremstillet komponenter (for eksempel oxiderede co-
enzymer) eller stimuleret aktiviteter (der for eksempel regenererer co-enzymer eller -substrater) i
starten af modningen, der bliver brugt i dannelsen af smagskomponenter senere i processen, og derfor
setter greenser for smags- og konsistensmulighederne. Projektets resultater viser tydeligt hvor vigtigt
det er fortsat at undersegge disse relationer, hvis man vil udvikle nye metoder til at producere mere og
bedre balanceret smag i ost med rigtigt lavt fedtindhold (20+ eller mindre).

9. Relationer til andre/nye mejerirelaterede samarbejdsprojekter
Aminosyrenedbrydning og ostearoma i harde og faste oste (1998-2003).
Chr. Hansen/FOTEK 3, Projektleder: Ylva Ardo.
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