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Sammendrag

I Danmark bliver al malk til fremstilling af blede oste varmebehandlet, hvorved nogle
mener, at ostene mister deres specielle smag. Et af hovedargumenterne mod pasteurisering
er, at diversiteten i melkesyrebakterierne forsvinder, hvilket underbygges med, hvad man
ved om hérde oste; 1 cheddar og harde schweizeroste er man inden for de sidste artier
begyndt at anerkende betydningen af medfelgefloraen som smagsdanner.

I dette speciale er forskellen i udviklingen af mikrobiologiske og enkelte kemiske parametre
mellem oste fremstillet af rd og pasteuriseret malk blevet undersegt. Dette blev gjort ved at
fremstille fire produktioner af en ost af munstertypen. I hver produktion blev der fremstillet
en batch af rd malk og en af pasteuriseret melk.

Under produktionen og modningen af disse oste blev der pa Den Kgl. Veterinzer- og
Landbohgjskole foretaget en raekke mikrobiologiske underseggelser, mens der samtidigt blev
foretaget en reekke fysiske og kemiske mélinger p4 Danmarks Jordbrugsforskning.

De fire produktioner foregik pa forskellige tidspunkter af aret, og der var derfor forskel pa,
om keerne var pé gres eller gik pa dybstreelse inde i stalden, og pd om foderet var gras eller
ensilage. Der viste sig meget stor variation mellem ostene fra de fire produktioner, forskelle,
der dog ikke alene kan tilskrives arstidsvariationen, men ma forklares med fejl under
produktionerne; I anden produktion blev der fundet flere Enterobacteriaceae i den
pasteuriserede malk end i den rd maelk, hvilket kun kan skyldes en efterkontaminering af
malken efter varmebehandling; I tredje produktion var der ikke ret mange
Enterobacteriaceae i malken, men pga. en inaktiv starterkultur ndede indholdet i begge typer
oste op pa ca. 10’ CFU pr. g. efter 10 dage. I forste og fjerde produktion foregik
ostefremstillingen uden problemer, men de fremstillede oste var forskellige i storrelse og kan
derfor ikke sammenlignes. Der blev i alle fire produktioner fundet et signifikant hejere
indhold af bakterier fra starterkulturen i raimalksostene, selvom den tilsatte mengde var den
samme som i den pasteuriserede meelk

Medfolgefloraen i ostene kom forst til sidst i modningen op pé et niveau, hvor den ville
kunne have betydning for smagsdannelsen. Derimod var der flere oste, som havde et meget
hejt niveau af Enterobacteriaceae, deriblandt Hafnia alvei, som danner putrescin sammen
med melkesyrebakterier.

Plasminaktiviteten i de tre produktioner - hvori den blev malt - var varierende og ikke som
forventet hgjere i ostene af den pasteuriserede malk. Der var en tendens til hurtigere
modning i de oste, der havde hej plasminaktivitet.

I flere undersogelser er indholdet af vand 1 fedtfri ost (VFFO) hgjere i oste fremstillet af
pasteuriseret malk end af rd malk. Dette svarer til vores resultater i to af produktionerne,
hvorimod indholdet var pad samme niveau i en tredje produktion og hgjere i raimalksostene 1
en fjerde. Sidstnavnte kan muligvis forklares med, at fedtindholdet ikke var det samme i den
ra maelk og 1 den pasteuriserede malk.
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Executive Summary

In Denmark, all milk used for production of soft cheese is pasteurized, a process believed by
some to cause a loss of taste in the cheese. One of the main arguments against pasteurizing is
the loss of diversity in the lactic acid bacteria. This is supported by evidence from hard
cheeses; during the past decades the importance of non starter lactic acid bacteria as flavour
producers in Cheddar and hard Swiss cheeses is increasingly being acknowledged.

The thesis examines the differences in the development of microbiological and some
chemical indicators parameters in cheeses produced by raw and pasteurized milk
respectively. This was done by producing four productions of a cheese of the Munster type.
In each production a batch was developed by both raw milk and by pasteurized milk.

During production and maturity of the cheeses a number of microbiological tests were
carried out at the Royal Veterinary and Agricultural University. At the same time, a number
of physical and chemical tests were carried out at Danish Institute of Agricultural Sciences.
The four productions took place at different times of the year. This caused different results
depending on whether the cows were grazing or in the stable. The results furthermore
differed depending on the feed being grass or silage. The cheeses from the four productions
showed quite large differences. These differences cannot be fully explained by seasonal
differences but could be related to accidents during production. During the second production
more Enterobacteriaceae were identified in the pasteurized milk than in the raw milk. This
can only be caused by a post contamination of the milk following pasteurization.

The third production did not have significant numbers of Enterobacteriaceae in the milk.
However, due to an inactive starter culture, the content of Enterobacteriaceae reached
approximately 10’ CFU per kilogramme after ten days. For the first and the fourth batches
the production of cheeses did not create problems but the cheeses produced were of different
sizes and are therefore not easily comparable. In all four batches a significantly higher level
of bacteria from the starter culture was found in the cheeses from raw milk in spite of the
quantity being identical to the quantity used in the pasteurized milk.

Only at a late stage of ripening did the Non Starter Lactic Acid Bacteria (NSLAB) reach a
level where it could have had an impact on the taste. On the other hand, several cheeses had a
quite high level of Enterobacteriaceae, this includes Hafnia alvei which together with Lactic
Acid Bacteria produces putrescin.

The level of plasmin activity in the three batches varied and was unexpectedly not higher in
the cheeses made from pasteurized milk. A tendency to mature faster was identified in the
cheeses with a high level of plasmin activity.

In several other studies the content of water in fat free cheese is higher in cheeses developed
from pasteurized milk than in cheeses developed from raw milk. This confirms our results in
two productions. On the other hand, the content of water was at the same level (in the two
types of cheeses) in a third production and even higher in the cheeses from raw milk in a
fourth production. The last result may be explained by different levels of fat in the raw milk
and in the pasteurized milk.
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1 Indledning

I dag fremstilles stort set al ost i Danmark af varmebehandlet malk, og i et forseg pa at
distancere sig fra de store mejerier - og for at kunne forsvare en merpris for deres produkter —
onsker flere nye sma mejerier at fremstille oste af ikke-varmebehandlet melk (ra malk). Det
er for at sikre forbrugeren mod patogene bakterier, at malken varmebehandles, men udover
at inaktivere patogene bakterier, sker der ogsa andre andringer i malken, som kan pavirke
resultatet af en efterfolgende ostningsproces.

Produktion af ost foregar i tre stadier: fremstilling, primar modning og sekundeer modning.
Ved fremstillingen bliver maelken syrnet og det tilsatte lobeenzym far ostemassen til at
koagulere. Det er hovedsagelig malkesyrebakterierne Lactococcus spp. og Lactobacillus
spp., der forarsager syrningen ved at forgaere malkesukker til melkesyre. Denne syrning skal
helst foregé sd hurtigt som muligt, og ved et minimum af metabolsk diversitet for at undga
uenskede fermenteringsprodukter (Lawrence, Thomas & Terzaghi, 1976), samt for at sikre
mod vakst af patogene bakterier i ostene (Tornadijo et al., 2001). Selvom mesofile
Lactobacillus spp. findes den ra malk og i produktionsmiljeet, vil det vaere Lactococcus
spp., der er dominerende under syrningen af ra meelk. Lactobacillus spp. vil vaere i malken,
hvor de bliver fundet som sekunder flora under modningen. Dette geelder primaert for
ramalksoste, men mesofile Lactobacillus spp. er ogsa blevet fundet i oste fremstillet af
pasteuriseret maelk. Under syrningen af ostene nir malkesyrebakterierne et niveau pa ca. 10°
CFU pr. g. men under modning falder niveauet hurtigt til 10’ CFU pr. g. og en sekundzr
flora, ogsa kaldet ”"Non Starter Lactic Acid Bacteria” (NSLAB) (Shakeel, Fox &
McSweeney, 2000), vil gro til et dominerende niveau.

Under den primare modning af ost fortsatter desuden hydrolyseringen af malkens proteiner
og polypeptider til mindre peptider og aminosyrer, og malkefedtet hydrolyseres til frie
fedtsyrer og glycerol. Disse hydrolyseringer, som er enzymatiske, bidrager til ostens smag og
konsistens.

Den sekundare modning, som foregér samtidig med den primare, indebaerer modificering af
aminosyrer og frie fedtsyrer. Slutprodukterne foreckommer 1 meget lave koncentrationer og
bidrager mere til smagen end til konsistensen (Crow et al., 1993). En varmebehandling af
melken vil fore til denaturering af serumproteiner samt a&ndringer i enzymaktivitet, f.eks.
aktivering af plasminogen, inaktivering af lipaser og cathepsin D (Grappin & Beuvier, 1997),
og vil derfor kunne indvirke pa ostens konsistens og smag.

Hvis ostemalk ikke varmebehandles, er syrningen en af de sterste forhindringer for de
patogene bakterier, og hastigheden samt graden af syrningen vil vere altafgerende for
sikringen af rdmaelksostene mod forekomst af patogene bakterier. Der er dog granser for,
hvor hurtigt syrningen kan foregd; for det forste fordi lobeenzymerne er svare at styre ved
lavt pH, og hej aktivitet kan resultere 1 for faste oste (Hyldig, 1993); for det andet fordi en
hurtig syrning, som folge af en hoj startkoncentration af melkesyrebakterier vil medfere en
oget proteolytisk aktivitet, som giver en bitter smag i osten (Crow et al., 1993). Men hvis det
ikke er muligt at frembringe et hurtigt pH-fald 1 begyndelsen af osteproduktionen vil det
betyde, at der er en vis risiko for forekomst af patogene bakterier i rAimalksoste. Er det sa den
risiko veerd? Eller er det muligt at fremstille oste af samme sensoriske kvalitet af
pasteuriseret malk? Nicol og Robinson (1999) stillede samme spergsmal i en, for nogen,
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meget provokerende artikel. I samme artikel forsegte de ogsa at afpreve tesen om, at
ramelksoste skulle have en mere kompleks smag — kompleks ment som noget positivt for
forbrugeren. De fremstillede to batcher oste, den ene af pasteuriseret malk og den anden af
rda malk. Desvarre var resultatet, at de fik fremstillet to, hvad angér konsistens, meget
forskellige batcher. Rdmalksosten scorede dobbelt sé hgj vaerdi 1 "chewiness” og 1 hirdhed,
og kun det halve i klebrighed 1 forhold til den pasteuriserede ost. Dette mente Nicol og
Robinson (1999) dog ikke havde betydning for bedemmelsen af smagen, som smagspanelet i
ovrigt fandt ens. Denne opfattelse delte Cunynghame og Dennis (1999), der begge er fra
Specialist Cheesemakers Association, dog ikke, og 1 en artikel udtaler de, at man ikke kan
sammenligne ramelksost med ost fremstillet af pasteuriseret melk, hvis de har forskelligt
vandindhold. Der er da ogsd kun fa studier, der har provet at beskrive forskellene mellem
ramelksoste og oste af pasteuriseret malk pé et videnskabeligt plan. Det har kun veret
muligt at finde nogle enkelte studier og kun omhandlende hérde og halvharde oste.
Schweizeroste fremstillet af rd maelk er blevet vurderet til at have en mere intens og skarp
(pungency) aroma, mens de pasteuriserede oste i samme undersegelse blev vurderet som
mere sure og bitre (Beuvier et al., 1997). Det samme blev fundet i cheddar, hvor et
ekspertpanel vurderede hgjere score 1 frugtagtig/sed samt uren aroma jo mere r4 malk, der
blev tilsat den pasteuriserede ostemalk (Rehman et al., 2000). En anden undersogelse har
vist, at cheddar fremstillet af rd maelk havde et hojere antal NSLAB end ost fremstillet af
pasteuriseret malk (McSweeney et al., 1993). Hovedparten af alle undersaggelser af NSLAB
er med cheddar (Wouters et al., 2002), og enkelte med andre harde og halvhérde oste. Det
har ikke vaeret muligt at finde artikler om NSLAB 1 blode oste, derimod er der flere
undersopgelser af mulige patogene bakterier i blade oste. Blade oste har vearet arsagen til en
reekke levnedsmiddelforgiftninger, hvilket skyldes, at pH i en blad ost hurtigt kommer op pa
ca. 7 under modningen. Derfor er det i Danmark og en raekke andre lande ikke tilladt at
fremstille blode oste af rd malk. De ramalksoste, der gives tilladelse til at producere i
Danmark i dag, er af den harde type og med en lagring pa mindst 6 méineder.

Dette speciale omhandler dele af resultaterne fra projektet ”Production of raw milk cheese
and content of phyto-estrogens from organic produced milk” med KVL og DJF, og ser pa de
forskelle, der var i1 blede oste fremstillet af pasteuriseret malk og ra maelk.

Formalet med og fokusomraderne i dette speciales eksperimentelle arbejde var:
1) at dokumentere procesflowet for redkitoste af munstertypen som et led i HACCP

2) atundersegge om der er forskel 1 udviklingen af mikrobiologiske og enkelte kemiske
parametre mellem oste fremstillet af rd og af pasteuriseret malk

3) at undersoge s@son- og anden variation mellem 4 produktioner over en et-arig
periode
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2 Gennemgang af ostefremstilling

Ost er en gammel méde at konservere malk pa, og under fremstillingen koncentreres protein
og fedt fra malken. Saledes giver ca. 10 liter maelk 1 kg. ost.

En ost kan veere hard eller bled, staerk eller mild, men den bliver fremstillet pa stort set
samme made — disse forholdsvis store forskelle skyldes smé justeringer under produktionen.
Der er stor forskel pd, hvilke ostetyper, der traditionelt produceres i forskellige lande; f.eks.
cheddar i England, emmentaler i Schweiz, parmesan og gorgonzola i Italien, camembert i
Frankrig, danbo i Danmark. I dette afsnit bliver den basale ostefremstilling gennemgéet
(Figur 2-1), og nogle af de vasentlige produktionsmassige detaljer vil blive beskrevet i de
folgende afsnit.

Fremstilling af ost

M=zlk
T
Ostemalk

Pasteurisering

— Tilsaetning af starterkultur
A2 eller valle
Syrning

|
v Tilsetning af labeenzym
Koagulering

!

Skaering

!

Omrering

!

Eftervarmning
I<

e
Formning Ostekornene fiskes eller presses

!

Presning

!

Modning

A

Eventuel tilsetning af vand

Aftapning af valle

Figur 2-1 diagram over ostefremstillingens forskellige procestrin (Kristensen, 1995).

Al ostefremstilling starter med en standardisering af mealken, s& det enskede fedtindhold
opnas.

Varmebehandling

Nesten alt malk bliver i dag varmebehandlet for at sikre mod patogene bakterier. Sammen
med de patogene bakterier vil ogsd malkesyrebakterier blive inaktiveret og diversiteten vare
begranset. Varmebehandlingen pavirker malken fysisk og kemisk, idet nogle af proteinerne
og enzymerne i mealken vil denaturere og nogle af de kemiske ligevagte blive forskudt.



Gennemgang af ostefremstilling Mikrobiologiske og kemiske forandringer i redkitost
— fremstillet af r& og pasteuriseret maelk

Rémelk er normalt betegnelsen for den forste melk, der kommer efter en fodsel (colostrum),
men i osteproduktion er det betegnelsen for ostemaelk, der ikke er varmebehandlet.

Syrning

Ostemalken bliver syrnet ved, at bakterier omsatter laktosen til malkesyre (fermentering).
Den mest kendte méde er at anvende en starterkultur, men de bakterier der findes 1 malken
(hovedsagligt i den rd melk) kan ogsa anvendes (spontanfermentering), eller der kan tilsattes
nogle bakterier fra en tidligere osteproduktion i form af valle (backslopping)(afsnit 5). Denne
mealkesyredannelse og dermed folgende pH-fald, er af stor betydning for ostens
sammens&tning, modningsensenzymernes virksomhed og ostens smag. Derudover bliver
eventuelle patogene bakterier hemmet af syren og desuden begrenset i vakst nar laktosen
opbruges. Styrken af syrningen athaenger primart af mengden af tilsat starterkultur, men
ogsa malkens kvalitet og temperaturen influerer (afsnit 4.5 og 5) (Nielsen, 2000).

Lebe

Efter syrningen bliver ostemalken tilsat enzymer (Lobe afsnit 4.5), som far melken til at
koagulere. Hvor hurtigt loben virker ath@nger af temperatur og pH - en kombinationen af heoj
temperatur og lav pH vil give den hurtigste koagulering (Nielsen, 2000).

Skeering

Nér den koagulerede ostemasse har den gnskede fasthed skeares den i (mindre eller storre)
tern, og vallen lgber fra (synerese). Ternenes storrelse indvirker pé, hvor meget valle der
lober fra; mindre tern vil age valleudskillelsen, mens store tern vil holde pd vallen. Ma&ngden
af vand 1 fedtftri ost (VFFO), athanger af, hvor meget valle der lober fra, og har indflydelse
pa konsistensen, syrningen og den bakterielle udvikling under den efterfolgende modning
(afsnit 4.5). Et lavt indhold af VFFO vil give en hard ost (f.eks. parmesan og emmentaler, se
Figur 2-2) og et hojt indhold af VFFO vil give en blad ost (f.eks. camembert og munster, se
Figur 2-2) (Nielsen, 2000).

Eftervarme

Koagelets evne til at binde lost vand athanger af temperaturen. Vandbindingsevnen aftager
med stigende temperatur og derfor benyttes eftervarme til fremstilling af faste og halvfaste
oste, da varmen giver et mere fast koagel. En eftervarmning af ostemassen kan oge vaeksten
af bakterier og syreproduktionen, men bliver eftervarmen for kraftig kan nogle af bakterierne
blive inaktiveret og syreproduktionen i stedet falde. Der er derfor stor forskel pd, hvor meget
eftervarme der benyttes til henholdsvis thermofile og mesofile starterkulturer (Figur 2-2).
Eftervarmningen kan foregér ved tils@tning af varmt vand til vallen og osteternene. Derved
bliver ostenes minimum-pH hgjere, idet meengden af bakterier fortyndes, og desuden fordi
der sker en @ndring i saltligevagtene i osten (afsnit 4.4) (Najera, de Renobales & Barron,
2003; Kristensen, 1995).

Valleaftapning

Ostemassen skal adskilles fra vallen, enten ved fiskning eller ved at osten bliver opstukket.
Fiskning foregér ved, at vallen sigtes fra, og ostekornene fiskes op 1 nogle forme. Derved
kommer ostekornene i kontakt med luften, hvilket kan give nogle kantede og ikke runde
huller (f.eks. havarti, Figur 2-2). Opstukket ost bliver presset i bunden af ostekarret for vallen
bliver tappet af. Derved kommer der ikke luft mellem ostekornene, og osten vil blive blank
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uden huller, dog undtaget dem, der eventuelt senere bliver dannet af bakterierne (f.eks.
danbo, Figur 2-2)(Kristensen, 1995).

Presning

Efter ostene er kommet 1 forme bliver de presset, og mangden af valle der leber fra athenger
af, hvor langt tid og hvor hardt presset er. En parmesan ost bliver presset i 3 degn, mens en
danbo presses i en 1 time (Figur 2-2). Blade oste bliver som regel ikke presset, men blot
vendt nogle gange (Kristensen, 1995).

Saltning

De fleste oste saltes efter de er blevet formet, enten ved at blive lagt i saltlage eller ved
torsaltning. Saltet har flere funktioner i osten, dels giver det smag, men det pavirker ogsé den
bakterielle ssmmensetning og udvikling i osten (afsnit 22)(Nielsen, 2000).

Modning

Efter saltningen bliver mange oste smurt med en overfladekultur, som bestar af skimmel, ger
og samt af forskellige bakterier. Denne overfladekultur vil bidrage til smag og konsistens
under modningen. Modningen foregér i etaper. Forste etape er ved ca. 20 °C og vare ca. en
uge, derefter bliver ostene flyttet til en lavere temperatur mellem 5-15°C — hvor de ligger
mellem 2 uger og flere ar athaengig af type.

Under lagringen bliver ostene visket med saltvand for at modvirke ukontrolleret
skimmeldannelse pé overfladen.
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2.1 Ostetyper

En markant variation mellem forskellige typer ost, er konsistensen. Ostens konsistens daekker
over en rekke fysiske egenskaber. Begrebet er ikke veldefineret, og der er ikke udviklet
nogen malemetoder, som entydigt giver en vaerdi, der kan beskrive konsistens af en ost.
Ostens konsistens kan opdeles i fasthed og brudstyrke, hvor fastheden er forholdet mellem
fast og flydende stof og brudstyrken er den kraft, der skal til for at bryde osten (Nielsen,
2000).

Det er naturligt at skelne mellem fedtet og den fedtfri del. I den fedtfri del er der en
sammenhang mellem fastheden og mangden af vand 1 forhold til terstof, derfor udtrykkes
mangden af vand 1 en ost som procent vand i fedtfri ost (VFFO). Dette vand er enten
fastbundet til proteinet, i osten som lgst kapillarbundet vand eller som immobiliseret vand.

Det fastbundne vand er bundet i hydrogenbindinger til proteinet. Det kapillarbundne vand
ligger 1 de kapillarer, der er mellem kaseinmicellerne, og det immobiliserede vand ligger som
vand, fanget 1 ostemassen (Nielsen, 2000). Jo mere vand der er i en ost, desto mere blad er
den (Tabel 2-1)(Nielsen, 2000).

Tabel 2-1 Gruppebetegnelser i forhold til Vand i fedtfri ost (Nielsen, 2000)

Betegnelse Vand i fedtfri ost  Eksempel

Ekstra hard <51 % parmesan

Hard 49-56 % emmentaler

Fast 54-63 % danbo

Halvfast 61-69 % danablue

Bled >67 % brie, camembert og munster
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Parmesan Emmentaler Cheddar Danbo Havarti Gorgonzola | | Camembert Munster
Hard Mellemhérd | | Mellemhérd | | Fast, smidig | | Fast, smidig Halvfast, Bled Blad
kort kort
Rameelk Rédmelk Past. Past. Past. Rémzlk Past. Past.

72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
Min. pH Min. pH Min. pH Min. pH Min. pH Min. pH Min. pH Min. pH
5,1 5,3 5,0 52 5,2 4,7 4,5 4,5
Thermofile | |Thermofile + Lc. lact. LLCC |gfgg&e?1 Thermofile Llf. Iggtlcrterln Lc. lact/crem
+ Le. lactis | | Propionsyre | | 'y ¢ crem | | Leu. crem, Lou. arem, | | - diacetyl
bakterier
Skeeres Skeeres Skeeres Skeeres Skeeres Skeeres Skeeres Skeeres
2 mm 2 mm 5 mm 6 mm 10 mm 10-20 mm 20 mm 10 mm
Eftervarme | | Eftervarme | | Eftervarme | | Eftervarme | | Eftervarme Ingen Ingen Ingen
56°C 55°C 38°C 37°C 38°C eftervarme eftervarme eftervarme
Ingen vand- | | Ingen vand- | | Ingen vand- | |Tilsetning af| |Tilsetning af| | Ingen vand- | | Ingen vand- | | Ingen vand-
tilseetning tilseetning tilseetning 20% vand 20% vand tilseetning tilseetning tilsetning
Rering Roring Rering Roring Rering Let roring Let roring Let roring
1 time 2 timer 1% time 1-1Y% time 1-% time Y5 time
Stukket Stukket Cheddaring Stukket Fisket Fisket Fisket Fisket
Presning Presning Presning Presning Presning Ingen Ingen Ingen
3 degn 20 timer 20 timer 1 time Y time presning presning presning
Saltlage Saltlage Saltlage Saltlage Saltlage Saltlage
3 uger 3 dage Tersaltning 2 dage 2 dage 2 dage 4 timer Tersaltning
2,5 % NaCI* | | 0,8 % NaCI* | | 1,7 %NaCl* | | 1,8 % NaCI* | | 2,0 % NaCI* | | 3,3 % NaCI* | | 1,5 % NaCI* | | 2,0 % NaCI*
Ingen over- Ingen over- Ingen over- Kit Kit Penicilium Penicilium | |Brevibacteri
flademodning | | flademodning | | flademodning roqueforti | | Camemberti | |um linens
Modning Modning Modning Modning Modning Modning Modning Modning
15-10°C 10,25 & 10°C 10°C 18-12°C 18-12°C 9°C 15-10°C 18-8°C
24 Mdr. %,2&2Mdr.| | 6-10 Mdr. 3-6 Mdr. 3-6 Mdr. 2-3 Mdr. 1 Mdr. 1 Mdr.
VFFO VFFO" VFFO VFFO" VFFO VFFO" VFFO VFFO"
40% 53% 53% 59% 59% 63% 70% 70%

94 NaCl af hele osten, ° VFFO — Vand i fedtfri ost

Figur 2-2 Forskellige oste og deres karakteristika opstillet efter hardhed (Nielsen, 2000; Fox, Cogan &

McSweeney, 2000)
I rapporten vil blive nevnt flere forskellige oste og Figur 2-2 er et diagram over de

forskellige procestrin, som har indflydelse pa ostenes fremtreeden. Dette diagram er taenkt

som hjalp til et hurtigt overblik over forskelle og ligheder ostetyperne imellem.
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3 Varmebehandling af maelk

I slutningen af det 19. arhundrede skete der en stor udvikling i dansk mejeribrug. Det forste
andelsmejeri dbnede 1 1882, og blot 18 ar senere (ar 1900) var der i Danmark 1029
andelsmejerier, 264 herregardsmejerier, 266 privatmejerier (Kloster, 1980). Produktionen af
mealkeprodukter steg over en kort arreekke; fra 16 millioner kg 1 1875 til 3.020 millioner kg
mealkeprodukter i 1904 (Kloster, 1980). Centraliseringen af mealkeforsyningen gav anledning
til epidemier, da sygdom fra en enkelt besatning kunne spredes til al mejeriets malk. Der var
1 arene 1882-95 ikke feerre end 98 epidemier (tuberkulose, kalvekastningsfeber og
svingefeber/Brucella infektion) samt 53 tyfusepidemier, alle forarsaget af maelk (Kloster,
1980).

Louis Pasteur opdagede omkring 1860, at hvis vin blev opvarmet til 50-60 °C i fa minutter,
kunne mikrobiel edeleggelse af vinen udskydes eller 1 bedste fald forhindres (Robinson,
2003). I érerne efter 1884 udferte docent Fjord en raekke forseg med at varmebehandle
malken for smorfremstilling. Melken blev kontinuerligt opvarmet til omkring 75 °C og
derefter afkelet til 5-6 °C. Konklusionen var, at kvaliteten af graessmer — smor fra koer som
gik pa graes - kunne hojnes, og staldsmer — smer fra keer, der gik 1 stald om vinteren - kunne
forbedres endnu mere. Allersterst var forbedringen, hvis malken havde et hojt kimtal.
Ligeledes blev det iagttaget, at en hurtig afkeling var afgerende for at undgé kogt smag og
lugt (Lund, 1891).

I 1898 kom den forste lov om varmebehandling af malk i Danmark "Lov om foranstaltninger
til bekeempelse af tuberkulose hos hornkvag". Den forbed mejerier at udlevere malk og
keernemalk som kreaturfede uden at det havde varet opvarmet til 85 °C, ligeledes métte
malk ikke indferes fra udlandet, medmindre det havde veret opvarmet til 85 °C. Denne lov
siger intet om dansk melk og malkeprodukter til menneskefade (Malkeritidende 1899).
Forst 1 1942 blev der indfert en bestemmelse om tvungen varmebehandling af malk, og siden
har der ikke veret egentlige epidemier forarsaget af malk og malkeprodukter i Danmark
(Kloster, 1980).

Krav om varmebehandling af malk til ostefremstilling kom forst 1 1994 (bekendtgerelse nr.
902 af 29/11 1993), der blev dog givet dispensation til to mejerier, der pa davaerende
tidspunkt fremstillede oste af ikke-varmebehandlet malk. De krav, der blev stillet i
dispensationerne, er stort set lig EF-direktivet 92/46/EF@ af 16. juni 1992 om
sundhedsbestemmelser for produktion og afsa@tning af rd maelk, varmebehandlet maelk og
malkebaserede produkter (Vitting, 1999).

3.1 Varmebehandlingsmetoder

Nér melk varmebehandles er det for at sikre produktet mod uenskede bakterier og enzymer,
uden at det gir ud over produktets narings- og smagskvalitet. Derfor er det vigtigt at
definere, hvilke mikroorganismer, der udger en potentiel risiko, og udforme
varmebehandlingen, s den eliminerer denne risiko uden at skade produktet. Bakterier i maelk
vil blive gennemgéet i afsnit 5. Der findes flere typer varmebehandling, og det er vigtigt at
definere temperatur og tid for en given behandling, for derved at undgé misforstéaelser.
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Lavpasteurisering

Lavpasteurisering kaldes ogsa bare for pasteurisering, og er en varmebehandling pa
minimum 71,7 °C i 15 sekunder. I Danmark er det et lovkrav, at alle melkeprodukter, udover
blaskimmelmodnede oste, skal pasteuriseres. Ved en pasteurisering draebes de fleste
vegetative celler, men ikke sporer (de Buyser et al., 2001; Nielsen, 1999). Fund af fosfatase i
melk bliver 1 mange lande brugt som indikator pa mangelfuld pasteurisering, da mindst 99,6
% af fosfatasen inaktiveres ved en pasteurisering pd 72 °C 1 15 sekunder eller ved 63 °C 1 15
min. Allerede 1 1927 blev det vist, at den varmebehandling, der skulle til for at inaktivere
fosfatase var rigeligt til at sikre minimum en 4 log reduktion af Mycobacterium tuberculosis
(Nielsen, 1999). Tuberkulosebakterien er anset som vaerende en af de mest varmeresistente
blandt smittefarlige bakterier, der findes i melk, og derfor s&ttes en negativ fosfatasetest lig
en tilstreekkeligt varmebehandling for at sikre fodevarer (Nielsen, 1999).

Termisering

Den mest skainsomme metode kaldes for termisering, og er en varmebehandling pa 57-68 °C i
mindst 15 sekunder, som har til formal at reducere mikrobiel og enzymatisk aktivitet 1
malken. Bruges mest til malk beregnet til ostefremstilling, som er af darlig kvalitet eller skal
gemmes nogle dage (de Buyser et al., 2001; Nielsen, 1999). Myndighederne brugte begrebet
termisering 1 bekendtgerelse nr. 902 af 29/11 1993 om fremstilling af blaskimmelmodnet ost,
hvor der gives lov til at benytte en varmebehandling, der er mere skdnsom end pasteurisering.
Termiseringen skal foretages senest 72 timer efter malkningen, og kimtallet for termiseringen
ma ikke overstige 300.000 CFU pr. ml. ved 30 °C (de Buyser et al., 2001; Nielsen, 1999).
Fucosidase kan bruges som indikator for, om malken har gennemgaet en termisering, da
50% af fucosidasen inaktiveres ved 60°C i 15 sekunder og 99% ved 65°C 1 15 sekunder. Ogsa
fosfohexoseisomerase med en inaktivering pa 50% ved 65 °C i 15 sekunder kan bruges som
indikator (Nielsen, 1999).

Hejpasteurisering

Hgjpasteurisering er en varmebehandling ved 87-90 °C 1 15-29 sekunder, hvorved malken
bliver bide fosfatase- og peroxidase-negative. Denne varmebehandling bliver brugt til flede
og smeor, samt til malk som skal syrnes til surmelksprodukter, men benyttes kun sjeldent til
ostemealk (de Buyser et al., 2001; Nielsen, 1999). Peroxidase bliver i flere lande brugt som
indikator for mangelfuld hegjpasteurisering, idet enzymet inaktives ved 83 °C 1 15 sekunder.
Denne inaktivering er dog kun midlertidig, idet enzymet igen er aktivt efter kort tid. Hvis
inaktiveringen skal holde 1 mindst tre dogn skal varmebehandlingen minimum vere 88-90 °C
1 15 sekunder. Peroxidase er et bakteriostatisk stof, og de fleste bakterier vil vokse hurtigere
efter en inaktivering af dette enzym (Nielsen, 1999).

Sterilisering

UHT-malk (Ultra Hoj Temperatur) har gennemgaet en varmebehandling ved 135-150 °C i fa
sekunder og ger malken steril dvs, at alle bakterier og sporer er dreebt. Denne metode
benyttes ikke pa malk til osteproduktion (Nielsen, 1999).

Det er bedst at undgé begreber som u- eller ikke-pasteuriseret malk, da det kan vare uklart
om der er tale om termiseret eller rd mealk (de Buyser et al., 2001; Nielsen, 1999). Alle
varmebehandlingstyper har til formal at forberedre den mikrobiologiske kvalitet af malken,
men indvirker ogsa pa de fysiske og kemiske ligevaegte. Hvad der sker i malken vil blive
beskrevet i afsnittet om malkens bestanddele.
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4 Meelks fysisk-kemiske egenskaber

Nér en ko kalver, vil den begynde at producere melk. Denne produktion vil stige de forste
par méaneder, og vil herefter falde i resten af den periode, koen danner meelk
(laktationsperioden).

Fra en fysisk-kemisk synsvinkel er malk en meget kompliceret vaeske, der bestér af
kulhydrater, protein, fedt, salte og vand (Fox & McSweeney, 1998). Hvis maelk pavirkes
fysisk eller kemisk, vil alle ligevaegte blive forskudt og malken @ndre karakter. Disse
@ndringer 1 melken er arsagen til, at det er muligt at fremstille ost, og grunden til, at
malkens bestanddele og ligevagte bliver beskrevet i det folgende afsnit.

4.1 Kulhydrater

Kulhydraterne i melk findes primeert i form af laktose, som derfor ogsa kaldes melkesukker.
Melk fra keer indeholder gennemsnitligt 4,9 % laktose, og er stigende gennem
laktationsperioden (Walstra et al., 1999).

Laktosen vil ikke blive pavirket af en almindelig pasteurisering, forst ved hgjere temperatur
(over 700 sekunder ved 115°C) vil der ske en Maillards reaktion mellem sukkeret og de fri
aminogrupper (Walstra et al., 1999).

I produktion af ost vil laktose vaere den primare energikilde for maelkesyrebakterierne. Hvis
malk syrnes med en mesofil starterkultur (afsnit 5) vil syrningen og bakterievaeksten standse
ved omkring pH 4,5. P4 dette tidspunkt vil der stadig veere omkring 3,8 % af laktosen tilbage
sé det er ikke pé grund af mangel pa nering, at vaksten stopper, men fordi Lactococcus spp.
og Leuconostoc spp. ikke taler lavere pH. I oste nds minimum-pH ikke for ostekornene er
haeldt i form, og pa dette tidspunkt er meget af vallen lgbet fra. Derfor stopper syrningen og
bakterievaeksten 1 faste og halvfaste oste pa grund af mangel pa nering. I en samsgost
(almindelig fast ost) vil pH ikke komme under ca. 5,2. Dette skyldes at ostens
stadpudekapacitet er meget storre end maelkens, idet proteiner og fosfat er blevet
koncentreret i osten. Blade oste, som f.eks camembert og munster, har et minimums pH pa
omkring 4,5, da disse oste har et hgjere vandindhold (valleindhold) og indeholder mere
vandopleseligt laktose (Nielsen, 2000).

4.2 Fedt

Alt efter kveegrace vil fedtprocenten i malk variere fra 3,3 % for Holsteiner keer til 5,3 % for
Jersey keer. Hvor i laktationen koen er, har stor indflydelse pé fedtprocenten. Den kan for
eksempel starte pd 5 % og falde til 4,2 % 1 lobet af de to forste maneder og si stige til ca. 4,8
i lobet af de sidste 8 méaneder af laktationsperioden (Nielsen, 2001). Fedtet i malken bestar
hovedsagligt af triglycerider (98-98,5 %) og fosforlipider (0,6-1,0 %), derudover mono- og
di-glycerider (0,3-0,4 %) og steroler (0,3-0,4 %). Fedtet findes 1 malken som en olie i vand
emulsion; en masse smi kugler af fedt, der pd grund af deres massefylde, vil flyde op til
overfladen. Havde det vaere olie i vand ville olien flyde sammen, med det gor malkefedtet
ikke. Dette skyldes, at der rundt om malkekuglerne er nogle proteiner og fosforlipider, som
danner en fedtkuglemembran, som er hydrofil pa overfladen. Denne hydrofile overflade vil
binde vand og sammen med membranproteinernes negative ladning isolere fedtkuglerne, og
beskytte maelkefedtet (Nielsen, 2001). Pasteurisering ved 72 °C 1 15 sekunder har ingen
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indvirkning pad malkefedtet eller den membran, der er uden om. Ved en kraftigere
varmepavirkning vil proteinerne i fedtkuglemembranen denaturere (Walstra et al., 1999).

4.3 Protein

Melk bestar af 3,5 % protein, som kan deles i1 to hovedgrupper: 75-80 % som kaseinmiceller
bestdende af oy, 0, f 0g k-kasein og 20-25% som valleprotein (primart a-lactalbumin og
B-lactoglobulin) samt en ra&ekke enzymer. Sidstnavnte vil blive omtalt i et saerskilt afsnit (4.5)
(Fox & McSweeney, 1997).

Kasein

Der er 10'*-10"° kaseinmiceller pr. ml malk, og det er kaseinmicellernes evne til at sprede
lys, der gor at mealk fremstar hvid. Kaseinmicellerne er meget stabile; de kan téle 140 °C 1
15-20 min. Hvis pH sa&nkes til 4,6, det isoelektriske punkt, vil micellerne dog aggregere og
bundfelde. Kaseinmicellerne bestar af 15 % k-kasein og 85 % as-, as- og B-kasein. Det er
endnu ikke helt klarlagt, hvordan micellerne er opbygget, men det er en udbredt opfattelse, at
de bestdr af nogle sub-miceller. Disse sub-miceller bestér af as- og B-kasein eller os- og K-
kasein, og er holdt sammen af svovlbroer. 2/3 af k-kaseinet er hydrofobt (N-terminalen), og
1/3 er hydrofilt (C-terminalen - GMP). Det er de sub-miceller, der indeholder k-kaseinerne,
som primert befinder sig 1 overfladen af kaseinmicellerne, og den hydrofile C-terminal
stritter ud, som sma har pa micellerne (Figur 4-1)(Fox & Kelly, 2003; Lucey, 2002; Walstra,
1999).

Kasein-submicel
Opbygget af o, og k-kasein

k-kaseins hydrofile C-terminaler
(GMP) stritter ud som sma hér

Kasein-submicel
Opbygget af as- og B-kasein
med serinfosfat pa overfladen

Kalciumfosfat
Til serinfosfaten bindes nogle salte,
iser kalciumfosfat, men ogsa sma

mangder magnesium-ioner og citrat.

Kaseinmicel skéret over og set fra siden

Figur 4-1Kaseinmicel skiaret midt over. P4 overfladen ses k-kaseinets C-terminaler som sma har (mod. e.
Walstra 1999).

0s1, 02 0g B-kasein indeholder en betydelig mangde fosfor i form af serinfosfat, mens k-
kasein har et lavere indhold. Serinfosfaten binder kalcium, som binder uorganisk fosfor, og
derved bliver submicellerne holdt sammen. Kaseinet kan pd denne made holde store
mangder tungtopleseligt kalcium og fosfor i en kolloid oplesning, hvilket biologisk set har
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stor betydning for maelks egenskaber som naring (Fox & Kelly, 2003; Lucey, 2002; Walstra,
1999).

Kaseinmicellerne er i en kemisk ligeveegt, og vil blive pavirket af pH og temperatur (Figur
4-5 i afsnittet om salte). Ved hejt pH er kaseinmicellerne negativt ladede, og den hydrofile
del af k-kasein (Glyko-makro-peptid = GMP) straekker sig ud fra micellerne - de for omtalte
“har”. Derved bliver det hydrofile GMP-lag tykkere end ved lavt pH, hvor kaseinmicellerne
er mere positivt ladede, hvorfor GMP-laget kroller mere sammen. Ved det isoelektriske
punkt er GMP neutralt ladet og micellerne vil aggregere (Walstra et al., 1999).

Serumprotein

Serumprotein findes 1 oplest form i vallen, og kaldes derfor ogsa valleproteiner, selvom det
ikke kun er serumproteiner, der udskilles med vallen. Der vil ogsé vare de GMP-ender, som
er fjernet fra k-kaseinet. Serumproteinerne er alle hydrofile og kompakt foldede proteiner, og
er, 1 modsatning til kasein, ikke s& modstandsdygtige overfor varme.

Melk indeholder ogsa to jernbindende proteiner lactoferrin og transferrin. Lactoferrin har en
bakteriostatisk effekt i human malk, men koncentrationerne (20-200 pg/ml) i bovin melk er
sé lave, at det ikke regnes for at have nogen effekt (Fox & McSweeney, 2003). I Tabel 4-1
ses en oversigt over de fleste proteiner i melk.

Tabel 4-1 Fordeling af proteiner i maelk (Walstra et al., 1999)

Proteiner gpr.kg Yoaftotalt % aftotalt
maelk protein protein
0 -Kasein 10,0 30,0 )
5 os-Kasein 2,6 7,8
£ | p-Kasein 93 27,9 ~ 78,0
Z | k-Kasein 33 9,9
¥ |y Kasein 0,8 2.4 7
B-Lactoglobulin 3.2 9,6
5 | a-Lactalbumin 1,2 3,6
£ | Serum albumin 0,4 1,2
S | Proteose-peptone 0,8 2.4 > 19,5
£ | IgGl1, 1gG2 0,7 2,1
S |IgA 0,1 03
2| IgM 0,1 0,3 /
Enzymer 0,8 2.4 2.4

Varmebehandlings indvirkning p4 proteinerne

Normalt vil protein vare foldet i en rumlig struktur, hvor brintbindinger far proteinkeederne
til at danne lokale, sekundare strukturer. Hydrofobe bindinger mellem sidekaderne giver en
sammenfoldet tertizer struktur. Nar proteinerne bliver varmepévirket vil brintbindingernes
styrke falde 1 takt med den egede temperatur. Styrken af de hydrofobe bindinger oges op til
en temperatur pé ca. 60 °C, ved hgjere temperaturer vil ogsa disse bindinger svaekkes. Ved
temperaturer under 60 °C vil @ndringer i strukturen som regel vare reversible. Hojere
temperaturer (80-90 °C) vil medfore, at proteinerne denaturerer og interagerer med sig selv
eller med andre molekyler (aggregerer). Kaseinet indeholder ikke mange sekundere og
tertizere strukturer, og er derfor utroligt varmestabilt, hvorimod serumproteinerne vil begynde
at udfelde ved temperaturer over 65 °C (Singh, 1993).
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Séaledes vil omkring 7 % af serumproteinerne denaturere ved en almindelig lavpasteurisering
(72 °C 1 20 sekunder), 15 % ved 76 °C i 20 sekunder, og 24 % vil denaturere ved 80 °C 1 15
sekunder. Der er intet, som viser nogen denaturering ved en termisering pa for eksempel 65
°C 1 15 sekunder (Lawrence, 1991).

Denaturering af valleproteiner kan ogsa give problemer med varmevekslere, idet aflejringer
af protein samt kalcium- og magnesiumfosfat (malkesten), kan reducere varmeoverferslen.
Disse aflejringer giver ogsd grobund for vaekst af termofile bakterier, og der kan dannes
biofilm (Nielsen, 1999).

Nar melk varmebehandles kraftigere end lavpasteurisering, sker der en formindskelse af
lobeevnen, hvilket betyder, at evnen til at koagulere ved hjalp af lobe gér langsommere, og
koagelet bliver svagere og mere lost. Hvis malken opvarmes til mere end 90 °C 1 10 min er
det umuligt at fa mealken til at koagulere ved hjaelp af lebe. Dette skyldes blandt andet, at
oploseligheden af kalciumfosfat falder, hvilket far Ca*" koncentrationen til at falde, og den
elektriske ladning af kaseinmicellerne til at blive mere negativ. Den egede elektronegative
ladning vil fa kaseinmicellerne til at frastede hinanden og gore, at kaseinmicellerne ikke
aggregerer. Nar B-lactoglobulin koagulerer, vil proteinet folde sig ud og aggregere til k-
kaseinet ved hjelp af blandt andet svovlbroer. Pa den médde vil kaseinmicellerne bliver
daekket af et lag af denatureret B-lactoglobulin (Figur 4-2). Varmedenaturering af
serumprotein er athaengigt af pH; jo hejere pH desto mere protein vil forblive i oplesningen,
mens lavere pH vil fore til en gget aggregering. De andre serumproteiner vil indgé i lignende
reaktioner med kaseinet eller aggregere separat (Walstra et al., 1999; Nielsen, 1999; Jelan &
Rattray, 1995; Fox, Cogan & McSweeney, 2000).

Primaer van der Waals ~ Sekundeer . o o
< LGy e §e. y
struktur i kra;fter struktur °|:‘ % G'“ H‘G.:. *‘-%:-, |:‘ “{,‘ ,lh?,
o 2 p 5 . 1 % = ~Jes X l\
o we o c“c“ e e: l-,u o c::“ “ Hydrofil AN \f" | ;’§
5 Hi&  CHa € WE't wh't wer y olle _," ﬁ‘ r— 1_\}
" “on a D - ! sidekaeder Q‘ [‘“ .
Hvdrosen 3 € ) ¢ Sy pé ydersiden § Varme?b<160 C
Tua Di sulfid binding o | P aN ) ¢
. Bw-g g g v =
- b 2
. ey s R\ )
- SUNE ~
Gz CHz CH; CHz NHy' "0 G CHy : :-c':'z
Ion binding = : ‘ ~ \J
Tertizer Hydrofobe A ) ) )
struktur sidekzeder inde Q)
) Kasienmicel
N_ .~ med et lag af

valleproteiner

Ved opvarmning til 80-90 °C vil proteinet 1nteragere med 51g
selv og andre proteiner

Figur 4-2 Proteins opbygning samt denaturering (Singh, 1993)
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Nér serumproteinerne binder sig til kaseinmicellerne, giver det i1 praksis et hgjere
overgangstal, hvilket vil sige, at mere protein bliver bundet i osten og mindre i vallen.
Desuden vil der blive bundet mere vand i osten, da serumproteinerne er mere hydrofile end
kasein. Alt i alt mere ost af mindre malk, men til gengald bliver ostene mindre
sammenheangende, far en bitter smag og modnes langsommere. Normalt vil man ikke kunne
fremstille halvfaste oste (f.eks. danbo) i1 en enskelig kvalitet af hgjpasteuriseret melk, selv
om det vil veere enskeligt pa grund af det ggede udbytte. Arla’s “lillebror ost” er en
undtagelse, da den er fremstillet af hgjpasteuriseret melk, hvilket ogsa er arsagen til at den
skal spises 1 svagt modnet tilstand, idet lagring ville medfere nedbrydning af
valleproteinerne, og giver osten en bitter smag (Nielsen, 1999).

4.4 Salte

Melk indeholder en reekke salte, som bestér af kalium, natrium, kalcium, fosfat og klorid.
Mzalkens indhold af flere salte er storre end hvad der kan vare oplest, hvilket lader sig gore,
idet noget er oplest 1 serum og andet er bundet i kaseinmicellerne (Figur 4-3)(Nielsen, 2001).

Mg

N Kasem mlcel

Kompleksioner/salte

‘@
.‘ 0 _| @ &>

ad
rie ioner \ hgjre

venstre

Serum

Figur 4-3 Den fysiske fordeling af mselks mineraler og organiske salte (mod. E. Nielsen 2001).

Ligevagten mellem de salte, der er i kaseinmicellerne og dem, der er i serum, bliver pavirket
af fysisk-kemiske @ndringer. Forskydninger i saltligevagten vil have stor betydning for
fremstillingen af ost. Under henvisning til Figur 4-3, vil nogle af disse ligevagte her blive
gennemgaet:

e Koncentrationen af H' ioner vil stige ved syrning af malk og forskyde ligevagten
mod venstre. Denne forskydning vil fere til en eget koncentration af frie ioner og en
reduktion af Ca**-ioner, som er bundet i kaseinmicellerne. Som resultat af dette fald,
vil micellernes negative ladning stige, og fore til en oget frastadning mellem
micellerne.

Hoj koncentration af Ca®-ionerne vil give en for fast ost, og lav vil give en sej og
bled ost. Enzymernes evne til at fi maelken til at koagulere athanger af pH; for lavt
pH vil give hirdere oste og for hejt pH vil give blade seje oste, og derved forstaerker
H" og Ca*"-ionerne hinanden. Ved pH omkring 6; 5,5 og 5 er der henholdsvis 9 %,
24% og 50% oplest Ca*" (Nielsen, 2000).

e Tilsetning af vand vil svare til at fortynde koncentrationen af frie ioner, og for at
modvirke dette, vil ligeveegten blive forskudt mod venstre. Micellernes saltindhold vil
derfor falde (Nielsen, 2001).
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e Ved tilseetning af fosfat eller citrat vil ligevagten blive forskudt mod venstre, og der
afgives kalcium fra kaseinmicellerne. Da micellerne delvist bliver holdt sammen af
disse salte, vil submicellerne losne sig, og micellerne blive mindre. Da fosfat og citrat
kan tilseettes som mere eller mindre sure salte, er det ikke til at forudsige
indvirkningen pa pH (Nielsen, 2001).

e Hvis malken afkeles, vil opleseligheden af CaPOy stige siledes at ligeveaegten bliver
forskudt mod venstre, og der afgives CaPQ, fra kaseinmicellerne. Omvendt gaelder
det for Ca-citrat, at opleseligheden falder, og mere bliver bundet i micellerne. En
afkeling af maelken vil gore den lengere tid om at koagulere ved hjalp af enzymer.
Disse virkninger vil formindskes ved en efterfolgende pasteurisering af malken, men
ophaves ikke helt (Nielsen, 2001).

e Ved opvarmning vil opleseligheden af CaPO, falde, hvilket vil blive forstaerket af, at
Ca-citrats opleselighed stiger. Kalciumfosfat vil udfzelde og pH vil falde. Dette er
sammen med denaturering af proteinerne grunden til, at pH falder efter pasteurisering
(Nielsen, 2001).

4.5 Enzymer i meelken

I maelk er der to grupper enzymer; de naturligt foreckommende, og de der er dannet af
mikroorganismer.

Plasmin

Plasmin et af de naturligt forekommende proteaser, som findes badde som plasmin og som et
forstadium hertil kaldet plasminogen. Plasminogen omdannes til plasmin ved hjelp af en
plasminogen aktivator, som bliver inhiberet af en plasminogen aktivator inhibitor. Der findes
ogsa en inhibitor, som inhiberer plasmin. Inhibitorerne findes i serum, mens plasmin,
plasminogen og plasminogen aktivatoren findes pé kaseinerne (Figur 4-4)(Nielsen, 2002).

Findes pé kasein-

I
I
. . b e ——— - = :
micellerne Plasminogen Ly : e
: < —! Plasminogen -
aktivator ' : o g
1 aktivator inhibitor 1 £
e e e e e e e e e e e e e e [}
Y : FeeTTT T T ! g :
Plasminogen Plasmin [ Plasmin inhibitor | o |
o 1 I
: -------------- 4 é 1
.
. Y .
Kasein — > | Kasein fragmenter

Figur 4-4 Plasmin i mzlk findes hovedsagligt som plasminogen, der aktiveres af en plasminogen
aktivator. Processen holdes tilbage af plasminogen aktivator inhibitor og plasmin inhibitor (mod.
e. Nielsen 2002). Varmestabile 77 Inaktiveres ved pasteurisering

Plasmin nedbryder og- , as2- og B-kasein, mens det kun har lille eller ingen pavirkning pa

a-lactalbumin og B-lactoglubumin. k-kasein bliver ikke nedbrudt af plasmin (Bastian &
Brown, 1996). Plasmins optimum ligger ved pH 7,5 og 37 °C, men der er registeret
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plasminaktivitet ved pH 5,2 (Bastian & Brown, 1996). Malk indeholder 0,07-0,15 pg/ml
plasmin og 0,7-2,4 ng/ml plaminogen (Chen, Daniel & Coolbear, 2003). I tilfeelde at mastitis
(yverbetendelse) vil niveauet af plasmin og plasminogen stige. Hvis antallet af somatiske
celler stiger — udtryk for mastitis - fra 250.000 til 1.000.000, vil koncentration af plasmin og
plasminogen blive ca. fordoblet. Selv efter koerne er blevet raske, vil plasmin niveauet ikke
falde til for mastitis niveau, hvilket méske er forklaringen p4, at plasmin niveauet er hgjere,
jo @ldre dyret er (Bastian & Brown, 1996). Ved at tilsette melk fra keer med mastitis til et
osteproduktion med maelk af god kvalitet, var et af resultateterne, at ostene fik et hgjere
vandindhold (O'Farrell et al., 2002).

I frisk meelk findes det meste af plasminen pd plasminogen form, men ved en
varmebehandling bliver de to inhibitorer nedbrudt (Figur 4-4), og plasmin aktiviteten stiger
(Nielsen, 2002). Sa selv om mellem 10 og 17 % af plasminen vil denaturere ved en
varmebehandling pa 72 °C 1 15 sekunder, s vil aktiviteten stige med 30-40 %. Forst ved en
kraftig varmebehandling, 120 °C i 15 min, vil alt plasmin vare denatureret (Bastian &
Brown, 1996) Den egede plasminaktivitet kan forarsage en bitter smag (Bastian & Brown,
1996; O'Farrell et al., 2002).

Plasmins indvirkning pa ostefremstilling er endnu ikke helt klarlagt, men det menes at have
en stor betydning for schweizeroste, hvor den heje temperatur ved eftervarmebehandlingen af
ostemassen inaktiverer alle tilsatte labeenzymer som varmeresistent enzym vil plasmin derfor
kunne spille en dominerede rolle (Bastian & Brown, 1996).

Plasmin er et alkalisk enzym men et pH optimum omkring 7,5, hvilket er grunden til, at der 1
camembert oste er fundet hojere aktivitet under overfladen end inden 1 midten af ostene
(Bastian & Brown, 1996).

Cathepsin D

Et andet enzym som er naturligt forekommende i malk er cathepsin D, som er en sur aspartyl
protease med et optimum ved omkring pH 4 og 37 °C. Cathepsin D hydrolyserer kasein
ligesom chymosin (labe), og bliver ikke inaktiveret ved pasteurisering. Effekten af cathepsin
D vil blive overskygget af effekten af labe, men ikke 1 produkter hvor der ikke er tilsat labe,
eller hvor lgben er inaktiveret ved varmebehandling. Dette gaelder for eksempel for kvark og
schweizeroste (Grappin et al., ; Hurley et al., 2000).

Lipaser

Lipase kan bade vare et naturligt forekommende enzym og vare dannet af mikroorganismer.
Melk indeholder mellem 10 og 20 nmol lipoprotein lipase (LPL) pr. liter, som hydrolyserer
fedtsyre i 1. og 3. position fra triglycerider. Denne koncentration er nok til at gare maelk
harsk 1 lebet af 10 sekunder. Det sker dog ikke, idet lipoprotein lipasen hovedsagligt er
bundet i kaseinmicellerne, og fordi fedtet i maelken er beskyttet af en proteinmembran
(Walstra et al., 1999). Normalt vil der kun ske en begrenset lipolyse i cheddar samt i de
fleste hollandske og schweiziske ostetyper (gouda og emmentaler), isar nér ostene er unge.
Selvom denne beskedne lipolyse er enskelig, kan den hurtigt give ostene en ubehagelig
smag. | gamle oste af disse typer har der veret en del lipolytisk aktivitet, men her er
indflydelsen p& smagen balanceret med andre smagskomponenter f.eks. fra proteolyse
(Walstra, Noomen & Geurts, 1993). Hollandske oste (gouda typen) fremstillet af ra meelk
viste en gget mangde lipase i osten i forhold til oste fremstillet af pasteuriseret melk, og
dette selvom malken var aseptisk malket og kun indeholdt en ubetydelig mangde lipolytiske
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bakterier. Den lipolytiske aktivitet er hgjere 1 skimmeloste; hvor kun 2 % af triglyceriderne 1
gouda eller cheddar er hydrolyseret, er mellem 5 og 20 % hydrolyseret i en skimmelost. Den
hgje pH 1 skimmelostene gives som en mulig drsag til, at disse oste ikke smager harskt (Reps,
1993; Gripon, 1993). I en camembert er lipolysen altid sterst lige under overfladen af osten,
hvilket skyldes Penicillium camemberti pa ostens overflade, som danner et lipolytisk enzym,
og at pH i den ydre del af osten er hgjere end i midten. Brevibacterium lines - den bakterie,
der benyttes som overfladebakterie til radkitoste af munstertypen - danner ogsa lipolytiske
enzymer .

Lebe

En raekke enzymer kan fa kaseinpartiklerne til at polymerisere, men det mest benyttede er
chymosin, som stammer fra kalvemaver og bedre er kendt som lgbe. Den ggede
osteproduktion i verden har medfert, at brugen af alternative enzymer fra planter og bakterier
er blevet mere udbredt (Walstra et al., 1999).

Nér loben tilsattes sker der to reaktioner; en primer, hvor der fraspaltes et hydrofilt
makropeptid (GMP) fra k-kaseinet (C-terminal), og en sekundar, hvor der sker en
aggregering af de dannede hydrofobe para-k-kaseiner. Disse reaktioner athenger af
enzymmengde, temperatur og pH (Hyldig, 1993). pH har stor betydning for hvor specifik
Chymosin er; ved pH 6,7 er det kun k-kasein, der bliver hydrolyseret, mens chymosin ved
lavere pH vil blive mindre specifik (Hyldig, 1993). Normalt vil kaseinmicellerne have en
negativ ladning ved melks naturlige pH (6,6-6,7), hvilket gor, at micellerne frastoder
hinanden. Men nar GMP forlader micellerne, har para-k-kasein kun en svagt negativ
overskudladning, og derfor kan micellerne ved hjzlp af Ca®" aggregere. Ved laver pH vil det
negative overskud vere endnu mindre og aggregeringen foregér hurtigere (Walstra et al.,
1999).

Melk kan koagulere blandt andet ved hjelp af syre eller labeenzymer. Ved syrekoagulering
senkes pH oftest ved hjelp af bakterier. Proteolytiske enzymer fra bakterierne spiller givet
ogsa en rolle, idet de klipper 1 k-kaseinet (afsnit 4.3). Den primare arsag til den fysiske
@ndring er, at kasein bliver uopleseligt ved isoelektrisk pH (Hyldig, 1993). Hvis
syrekoaguleringen sker ved 30 °C og uden omrering, vil den gel, der dannes minde om en
lobedannet gel, dog er den noget kortere og mere fast. Oftest vil man kombinere lobe og
bakterier, og benytte en starterkultur til at katalysere lobekoaguleringen. Lavere pH giver en
hurtigere geldannelse, hvilket har flere rsager; chymosins egede aktivitet samt a&ndringen i
kaseinmicellernes ladning og struktur (afsnit 4.4). Ved lavt pH vil noget af chymosinet ogsé
hammes, da det bliver absorberet péd parakaseinet og derved indgar i osten. Denne absorption
vil stige ved lavere pH, men ved malks naturlige pH (6,7) er absorptionen dog begraenset
(Walstra et al., 1999).

pH har ogsé betydning for, hvor meget chymosin der bliver tilbageholdt i osten. Senkes pH
fra 6,30 til 6,05 ved slutreringen forbliver der dobbelt sa meget chymosin i osten (Nielsen,
2000). Ikke kun chymosinindholdet pavirkes af pH, ogsa lebehastigheden og dermed
konsistensen forandrer sig som folge af pH @ndringen. Ved ren syrekoagulering bliver osten
kort og hdrd, modsat ved hej pH, hvor konsistensen bliver bled og lang. P& Figur 4-5 ses
hvordan temperatur, pH og kalcium indvirker pa lgbehastighed og konsistens (Walstra et al.,
1999). Chymosin bliver varmeaktiveret. Nér f.eks. en gouda ost eftervarmes til 38°C bliver
der kun genfundet 11 % af lobeaktiveten i osten. I emmentaler, parmesan og andre italienske
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oste som eftervarmes til over 50 °C, sker der en fuldstendig eller naesten fuldstendig
inaktivering af labeenzymet (Nielsen, 2000).

Tid fra lebetilsatning til
forste tegn pa koagulering
(min)

Relativ transmission
(heit tal lig lav hardhed)

18
44 Ca (mM)
T(CC) 28 10

Figur 4-5 Temperatur, pH og kalciumkoncentrations indvirkning pa lebekoagulationstid og pa
hirdheden af koagulatet. Det gverste tal i cirklerne udtrykker tiden (min) fra leben er tilsat til det forste
tegn pa koagulering, og det nederste tal udtrykker hirdheden malt som % af den relative transmission
(hejere tal repraesenterer lav hardhed) (mode e. Najera, de Renobales & Barron 2003 )

4.6
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5 Mikroorganismer i ost

Nér mealk bliver varmebehandlet sker der en reduktion i antallet af mikroorganismer, hvilket
teoretisk set kunne give en forskel mellem oste produceret af varmebehandlet og af ikke-
varmebehandlet melk. Derfor vil der i folgende afsnit blive fokuseret pa de organismer, der
er 1 rd meelk, samt deres egenskaber og folger for osteproduktionen.

5.1 Meelkens mikrobielle sammensaetning

Melk er fra naturen side et godt medium for vaekst. Dens indhold af proteiner, mineraler, fedt
og masser af laktose er al den naering, der skal til for at holde en organisme i gang, og saledes
er ma&lk ogsé et godt vaekstmedium for mikroorganismer. Malken vil gjeblikkeligt blive vert
for diverse mikroorganismer, nogen gange allerede for malken forlader dyret.

Mzalken produceres i alveolerne og vil fra et sundt og rask dyr vere stort set steril, men
allerede inden malken er klar til at forlade pat-kanalen, vil den veere kontamineret med en
reekke bakterier. Antallet af bakterier fra en aseptisk malkning af en rask ko vil normalt vere
under 100 CFU pr. ml (Walstra et al., 1999).

Under malkningen overfores bakterier fra huden pé patterne til melken. Disse bakterier
stammer fra keernes faeces, stov og jord, og selvom rengering af patterne vil fjerne nogle af
bakterierne, vil det ikke veere muligt at gere patterne og huden omkring patterne sterile.
Staldtype og arstid har stor indvirkning pa, hvor mange bakterier der sidder pa yveret, men
ogsé fodertype spiller en afgerende rolle. Blandt nogle af de bakterier, der via patterne kan
blive overfort til maelken, kan naevnes coliforme bakterier, faekale streptokokker, andre
tarmbakterier, bakteriesporer, ger og skimmel, samt en raekke forskellige mealkesyrebakterier
(Walstra et al., 1999).

Blodkar
Muskel

' j Alveole
skidt og

bakterier % Patkanals
lukkemuskel

Figur 5-1 P4 yveret vil der sidde coliforme bakterier, faekale streptokokker, andre tarmbakterier,
bakteriesporer, geer og skimmel, som vil blive overfort til maelken ved malkning. (mod. e. Schroeder,
1997).

Antallet af bakterier vil variere fra ko til ko; lige efter malkningen kan der vaere fra nesten
ingen til 15.000 CFU pr. ml maelk. Nogle af disse bakterier vil vare patogene, andre vil give
mealken en uensket smag, hvorfor man vil preve at undga, at de i for stort antal ender 1
melken. Der vil dog ogsa vare malkesyrebakterier, som bidrager med positive egenskaber i
form af bedre smag (Walstra et al., 1999).

En ko besidder en reekke forsvarsmekanismer mod bakterier: fysisk afvisning ved hjelp af
lukkemusklen 1 spidsen af patterne, biokemisk afvisning ved bakteriostatisk og bakteriocide
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stoffer i keratinlaget af malkekanalen og 1 selve malken, samt den mekaniske rensning ved
trykket af malken under malkningen (Figur 5-1). Derfor er betendelse i yveret (mastitis)
sjeldent hos kedkvaeg, mens hejt-ydende malkekvag vil vere disponeret for mastitis, som
skyldes mange ars ensidige avl for hgj mealkeydelse (Walstra et al., 1999).

Nér en ko har mastitis vil der vere patogene bakterier 1 yveret og disse overferes i stort antal
til maelken. Nogle af disse patogene bakterier er f.eks. Mycobacterium tuberculosis,
Streptococcus spp., Staphylococcus aureus og Escherichia coli (Walstra et al., 1999).

Hvis keerne har infektioner andre steder end i yveret, kan nogle patogene bakterier blive
overfort til malken via blodet. Blandt disse bakterier kan navnes Mycobacterium
tuberculosis, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Brucella abortus og en reekke
vira. Det er derfor af stor betydning, at keerne, der benyttes som malkekvag, er sunde og
raske (Walstra et al., 1999).

Malkeudstyret vil vaere en hyppig arsag til bakterier i maelken. Hvis udstyret ikke bliver gjort
ordentligt rent mellem hver malkning, vil der kunne dannes en biofilm af bakterier, som
derved overfores til malken ved naste malkning. En biofilm vil nemt kunne dannes, hvis
malkeudstyret er slidt, har revner eller blindgyder (Walstra et al., 1999).

Udstyret 1 mejeriet kan ligeledes kontaminere melken. I lukkede systemer vil bakterier
primeert stamme fra tidligere produktioner, mens der i et bent system med manuel
behandling ogsa kan komme bakterier fra miljeet omkring udstyret. Selvom de ansatte i
mejeriet har en god hygiejne og benytter desinficerende midler, vil det ikke kunne undgas, at
der overferes bakterier fra de ansatte og deres redskaber til malken (Walstra et al., 1999).

Normalt vil melken blive pasteuriseret inden den laves til ost, men selv efter en normal
pasteurisering (72°C i 15 sekunder), vil der findes bakterier i melken, som primert stammer
fra en efterkontaminering i produktionsanlaegget. I en undersegelse blev der fundet Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus spp. Lactobacillus spp. Escherichia coli og
Enterobacteriaceae i den del af produktionsanlagget, som 1a efter pasteuriseringen (Walstra
etal., 1999).

5.2 Starterkulturer

Oprindeligt blev den melk, man brugte til smor og ost, syrnet spontant ved at stille et fad pa
en bjelke under loftet. Kort tid efter opdagelsen af bakteriers betydning ved syrning af melk,
begyndte man at salge kulturer til at tilsette malken. Séledes var der i 1891 (éret efter
Storchs beretning om bakterier i smer) fire fabrikanter, der tilbed mejeristerne syre-
producerende kulturer. De blev sendt ud som flydende medier klar til at tilsette malken.
Men de skiftende temperaturer under transporten kunne vere edeleggende for kulturen, og
derfor begyndte fabrikanterne at fremstille torrede kulturer, som var nemmere at transportere
(Knudsen, 1931).

I dag er der stadig nogle, der benytter gdrsdagens valle som starterkultur. Dette kaldes for
Back-slopping og benyttes isar til fremstilling af traditionelle oste. I nogle lande er det et
lovkrav, at det kun er tilladt at forny starterkulturen et vist antal gange om &ret. Dette er en
del af nogle restriktioner, som skal beskytte nogle ostenavne, hvorfor disse oste skal
fremstilles pa en speciel traditionel made og kun i bestemte regioner. Den dag i dag bliver
der 1 Frankrig og Italien dagligt leveret flydende medier med starterkultur, klar til at tilsette
dagens produktion (Vogensen, 2003; Pedersen, 2003).

20



Mikroorganismer i ost

Mikrobiologiske og kemiske forandringer i redkitost
— fremstillet af r& og pasteuriseret maelk

De fleste starterkulturer leveres dog som fryseterret, fryseterret koncentreret og frossen
koncentreret starterkultur. Disse kulturer skal behandles lidt forskelligt; de koncentrerede —
bade frossen og fryseterret - kan haeldes direkte i ostemalken, men kan ogsa, som de ikke-
koncentrerede, opformeres inden. Fordelene ved at helde kulturen direkte i ostemalken er, at
det er hurtigt, at risiko for bakteriofag angreb er mindre, og at man ikke risikerer at senke pH
for hurtigt. Ulempen er en forlenget nolefase, hvilket kan resultere i en forlenget syrning, og
manglende kontrol af starterkulturen for osteproduktionen (Cogan et al., 1996).

En bakteriofag er en virus der angriber bakterierne ved at treenge ind i bakterierne og
reproducere sig selv for derefter at adelegge vartscellerne. Derved vil et bakteriofag angreb
kunne resultere i en mangelfuld syrning, iser hvis starterkulturen ikke indeholder ret mange
forskellige stammer. En fag vil som regel kun angribe nogle f4 stammer indenfor den samme
subspecies, dog findes der undtagelser, som f.eks. bade kan angribe Lactococcus lactis ssp.
lactis og Lactococcus lactis ssp. cremoris (Cogan et al., 1996).

Starterkulturens levedygtighed i osten gennem modningen athenger af, hvilke stammer der
er benyttet. De stammer, der nér en hoj densitet i ostemassen, har vist et hgjere potentiale for
at danne bitre oste. En anden vigtig faktor er bakteriecellernes evne til at autolysere. Nogle
stammer vil lysere kort efter drab, mens andre vil forblive intakte (Figur 5-2). Dette har stor
betydning, da lysering af cellerne vil frigive endoenzymer, som vil nedbryde proteinerne til
sma peptidstykker, og derved gere osten bitter.

Der vil dog ogsa blive frigivet en rekke naringsstoffer, som vil give naring til nogle af de
bakterier, som ikke er en del af starterkulturen (medfelgefloraen). Derved vil starterkulturen
veere indirekte arsag til de smagskomponenter, som vil blive dannet af non starter
lacticacidbacteria” -NSLAB (Crow et al., 1995).

Efter 48 timer

A B
A) Lactococcus lactis subsp. cremoris
AM2
B) Lactococcus lactis subsp. cremoris
763

Efter 7 dage
1 e .

C) Lactococcus lactis subsp. cremoris
AM2

D) Lactococcus lactis subsp. cremoris
763

Efter 3 maneder

E
E) Lactococcus

lactis subsp.
cremoris 763

Figur 5-2 A, B, C, D og E Forskellen mellem stammer af Lactococcus lactis subsp. cremoris AM2 og 763 i
deres evne til at forblive intakte efter 2, 7 og 91 dage. P4 billede C kan ses hvordan AM2 er lyseret efter 7
dage, mens 763 stadig er intakt efter 3 maneder (billede E) (Vogensen 2003)

De fryseteorrede kulturer er noget dyrere end de frosne kulturer, men de frosne har en
begranset holdbarhed, is@r hvis de ikke opbevares ved den rigtige temperatur. Chr. Hansen
skriver pa produktbladet til deres kultur (F-DVS Lactococcus diacetylactis MB-1) (Anonym
2001) at denne kultur har en holdbarhed pa et &r ved -45°C. Hvis en kultur opbevares mellem
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-20 og -40°C vil der ske en reduktion i antal og aktiviteten af bakterierne. Dette sker ogsa
hvis kulturen bliver delvis opteet under udvejningen af kulturen (Cogan et al., 1996).

Mealkesyrebakterier

En utvetydig definition af malkesyrebakterier findes ikke, men de kan typisk karakteriseres
som gram positive, ikke sporedannede, katalase negative, kokker, kokkoide-stave eller stave,
som primert producerer malkesyre ved fermentering af kulhydrater. Melkesyrebakterierne
er vidt udbredt i naturen, og kan findes pa planter — dede som levende, i jorden, i faeces og pa
dyr (Axelsson, 2001).

Melkesyrebakterier opdeles efter om de er kokker eller stave, og herefter er der traditionelt
set pa, hvordan bakterierne fermenterer forskellige kulhydrater. De homofermentative danner
kun malkesyre, mens de heterofermentative danner en raekke sekundare metaboliter, for
eksempel forskellige organiske syrer, alkoholer og kuldioxid, som bliver dannet udover
malkesyre.

I denne rapport vil de mest udbredte arter, som forekommer 1 melk og malkeprodukter, blive
gennemgaet.

Lactococcus

Lactococcus blev forste gang isoleret af J. Lister i 1873. Dengang blev den kaldt for
Bacterium lactis fordi den syrnede maelk . I 1890 fandt bl.a. Storch ud af, at syrning af flede
til smorfremstilling skyldtes den naturlige tilstedevarelse af bakterier. Det lykkedes ham at
isolere nogle af disse malkesyrebakterier, for derefter at tilsette dem som renkulturer. Han
iagttog, at nogle bakterier gav en ren, behagelig og mildt syrlig smag, mens andre var, hvad
han kaldte, kilde til smeraromaen (Storch, 1890). En af disse bakterier kaldte han for
Bacterium cremoris, den kom dog senere til at hedde Streptococcus cremoris ligesom
Bacterium lactis blev til Streptococcus lactis. DNA studier af Sc. cremoris og Sc. lactis har
vist, at de er meget taet pa hinanden, og de blev derfor sldet sammen til Sc. lactis. De blev sa
til Sc. lactis ssp. cremoris og Sc. lactis ssp. lactis, og til sidst blev det slaet fast, at de var sa
langt fra de evrige Streptococcus, at de er til Lactococcus (Fox, Cogan & McSweeney,
2000). Der var i 1936 fundet en variant, som havde faet navnet Sc. lactis Ssp. diacetylactis,
fordi den kunne danne diacetyl fra citrat. Senere har det vist sig, at der kun var et plasmid til
forskel fra Sc. lactis ssp. Lactis, og den fik navnet Lactococcus lactis ssp. lactis biovar.
diacetylactis, (biovar for biovariant). Dette er dog ikke anerkendt, og hvis det skal vere
korrekt, skal forkortelsen cit+ benyttes som indikation p4, at bakterien er citrat forgarende,
og bakterierne vil sa hedde Lactococcus lactis ssp. lactis cit+. I denne opgave vil den mindre
korrekte betegnelse biovar. diacetylactis dog blive benyttet (Fox, Cogan & McSweeney,
2000).

Leuconostoc

Leuconostoc er cellemorfologisk mere linseformet end rund. Den er heterofermentativ og
omdanner sukker til lige dele laktat, ethanol og CO,, samt en lille del acetat. Den laktat, der
bliver dannet, er hovedsagligt p4 D-form (Fox, Cogan & McSweeney, 2000).

Enterococcus

Oprindeligt herte Enterococcus til de faekale streptokokker, og som navnet antyder, findes
disse bakterier i tarmen hos mennesker (Enterococcus faecalis) og dyr (Enterococcus
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faecium). Enterococcus benyttes ikke meget som starterkultur, men er dog fundet i en reekke
traditionelle sydeuropiske oste .

Pediococcus

Pediococcus benyttes som starterkultur til fermenterede pelser, og er som séddan ikke
interessant i malkeprodukter. Den kan dog have betydning som en del af den sekundaere
flora i oste (NSLAB). Karakteristisk for Pediococcus er, at den danner en blanding af D- og
L-laktat (Fox, Cogan & McSweeney, 2000).

Lactobacillus

Disse stavformede malkesyrebakterier er opdelt i tre grupper, alt efter om de er obligat
homofermentative (Gr. I), fakultativ heterofermentative (Gr. II) eller obligat
heterofermentative (Gr. III). Det, der adskiller disse tre grupper er, hvorvidt bakterien har
enzymerne aldolase og phosphoketolase (Fox, Cogan & McSweeney, 2000).

Gruppe I har aldolase men ikke phosphoketolase, og kan derfor ikke fermentere pentose eller
gluconat. Disse bakterier fermenterer hexose udelukkende ved hjelp af glukosevejen (the
glycolytic pathway) til D- og/eller L-laktat. Til denne gruppe herer alle de termofile
Lactobacillus, som findes i starterkulturer (Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus og Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis)(Fox, Cogan &
McSweeney, 2000).

Gruppe II har aldolase og phosphoketolase, og kan derfor fermentere hexose bade
homofermentativt til laktat, pentose og gluconat, og heterofermentativt til laktat og acetat.
Ved tilstedeverelsen af glukose vil produktionen af phosphoketolase dog blive hemmet. I
denne gruppe findes mange NSLAB som findes i modne oste (Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum og Lactobacillus curvatus)(Fox, Cogan &
McSweeney, 2000).

Gruppe III har phosphoketolase men ikke aldolase, og fermenterer derfor sukker til lige dele
laktat, ethanol og CO, samt en lille del acetat. Denne gruppe har ikke bare samme
fermenteringsmenster som Leuconostoc, de er ogsé kokkoide stave og kan derfor let
forveksles med Leuconostoc (Fox, Cogan & McSweeney, 2000).

Typer af starterkulturer

Der findes primart to typer starterkulturer; mesofile og termofile, som har
temperaturoptimum omkring henholdsvis 26°C og 42°C. De mesofile typer stammer fra
Nordeuropa, mens de termofile traditionelt mest benyttes i Sydeuropa .

Mesofile starterkulturer

De mesofile typer starterkulturer bestar af forskellige Lactococcus spp. og Leuconostoc spp.
Blandinger af de forskellige stammer opdeles i fire typer; L, DL, D og O. Alle L og D
kulturer betegnes aromadannere, da de udover O kulturen indeholder en eller anden form for
cit+ meelkesyrebakterier (Citrat forgerende). O kulturen, der ogsé kaldes syrevakker,
indeholder derimod kun cit- laktokokker. Dens primere formal er at seenke pH. L star for
Leuconostoc (L kulturer) og indeholder cit+ Leuconostoc, hvis formal er at danne CO,,
diacetyl og acetat. D star for Streptococcus diacetylactis, som er det gamle navn for cit+
laktokokker. DL indeholder bade Leuconostoc og cit” laktokokker (Tabel 5-1) (Fox, Cogan
& McSweeney, 2000).
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Tabel 5-1 Oversigt over de forskellige mesofile starterkulturer (Cogan et al., 1996; Walstra et al., 1999)

Mesofile starterkulturer

Aromadannere Syreveekker
L DL D O
Lactococcus lactis ssp. lactis 5-10 % 5-10 % 5-10 % 5-10 %
Lactococcus lactis ssp. cremoris 80-90 % 60-80 % 70-85 % 90-95 %
“Lactococcus lactis ssp. lactis Cit" 10-20 % 10-20 %
Leuconostoc lactis
. . 15-10% | }5-10 %
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris

* ogsa kaldt Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis

Starterkulturerne selges enten som mix eller som definerede stammer. Et mix indeholder et
ukendt antal stammer indenfor de angivne arter. Der er for eksempel fundet 113 forskellige
isolater 1 en velkendt mix-DL-kultur ved navn Flora Danica. Flora Danica giver en sikkerhed
mod fager ved sin mangfoldighed, da der altid vil vare nogle stammer, der ikke bliver
angrebet (Beresford et al., 2001).

En defineret starterkultur indeholder nogle fa kendte og veldokumenterede stammer, hvor de
enkelte stammers egenskaber er veldokumenterede. De definerede kulturer er valgt sa de er
sarbare overfor forskellige typer fager, og kan kombineres med en rotation mellem
forskellige definerede kulturer. En stor fordel ved de definerede kulturer er en meget ensartet
syrning, hvilket gor det nemmere at styre osteproduktion (Cogan, 1995).

Veaksten af de forskellige arter i en mix kultur, atha@nger af syrningstemperatur og den
mangde, der tilsettes melken. I Tabel 5-2 ses 1 hvilket retning @ndringer sker, athangigt af,
om en forkultur inkuberes ved 18 eller 22°C.

Tabel 5-2 Fordelingen af Lactococcus ssp. lactis biovar. diacetylactis og Leuconostoc cremoris i en DL
starterkultur ved forskellige temperaturer og mzengder af inokulum

Inkubations | Inokulation | |c, diacetylactis | Leu. cremoris | Diacetyl og acetoin CO,
temperatur procent efter 24 h Produktion
22°C 0,5 % Forogelse Reduktion Mere Hurtig
T T i T i

19 °C 1,0 % midtimellem midtimellem
! ! ! ! !

18 °C 2,0 % Reduktion Forpgelse Mindre Langsomt

Da vakstbetingelserne er de samme for Lc. lactis ssp. lactis og Lc. lactis ssp. cremoris er det
vaeksthastigheden (umax), der afgor, hvilken bakterie, der kommer til at dominere. I tilfelde
med Lc. lactis ssp. lactis og Lc. lactis ssp. cremoris er det, under normal osteproduktion, Lc.
lactis ssp. cremoris, der dominerer, hvilket er vist i flere studier. Grunden til, at Lc. lactis ssp.
lactis ikke helt bliver udkonkurreret, kunne vare dens evne til at bruge arginin som
supplerende energikilde. Aromabakterierne udger mellem 5 og 30 % af starterkulturen
athangig af, hvilken type, der er tale om, men variationen inden for den enkelte type vil vaere
begranset under konstante fysisk-kemiske forhold (Cogan, 1995; Crow et al., 1993).
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Termofile starterkulturer

Termofile starterkulturer indeholder Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus og Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis. Disse
starterkulturer benyttes til hardere oste, saisom emmentaler, gruyére. comté, parmigiano
reggiano, grana padano, men ogsa til blede oste som taleggio, crescenza og mozzarella (Figur
2-2). Nogle af disse oste bliver eftervarmet (50-55 °C) efter skaering. Starterkulturen danner
ikke syre ved disse heje temperaturer, men bliver heller ikke inaktiveret permanent, sa nar
temperaturen igen falder, vil der atter blive dannet syre. Taleggio har eksempelvis et pH-fald
til 4,6 pa 6 timer. Dette ville normalt give problemer med at styre leben, men da denne ost
bliver eftervarmet vil leben blive inaktiveret (Pedersen, 2003).

Andre malkesyrebakterier

Melkesyrebakterier, som ikke kommer fra starterkulturen, kaldes — som tidligere nevnt — for
medfelgeflora eller NSLAB ”Non Starter Lactic Acid Bacteria”. Disse bakterier stammer fra
en kontaminering eller er blevet tilsat sammen med starterkulturen. Den ra meelk vil altid
indeholde melkesyrebakterier, og derfor er det, som for beskrevet, muligt at fremstille
ramelksoste uden at tilsette starterkultur. Den pasteuriserede maelk skulle vare fri for
malkesyrebakterier, men der vil veere maelkesyrebakterier, der overlever pasteuriseringen og
desuden vil melken ret hurtigt blive mere eller mindre kontamineret med bakterier fra
produktionsudstyr eller personale. En undersogelse viste, at mesofile malkesyrebakterier
blev reduceret med 6 log enheder ved en pasteurisering, dog med undtagelse af Lactobacillus
casei ssp. casei, som kun blev reduceret med 3,5 log enheder. Thermofile bakterier overlever
pasteurisering bedre, for eksempel blev der kun draebt 4 ud af 60 Lactobacillus spp., isoleret
fra schweiziske oste, efter en varmebehandling pa 71°C 1 18 sekunder (Grappin & Beuvier,
1997). Antallet af bakterier 1 den pasteuriserede melk vil vere 1 ret lavt antal i starten, sikkert
mindre end 10° CFU pr. g, men de gror til omkring 10® CFU pr. g under modningen af
ostene. I de fleste héarde, faste og halvfaste oste vil NSLAB oftest efter et par uger vere
domineret af mesofile homofermentative Lactobacillus. Disse vil oftest klare sig darligt i
konkurrence med starterkulturen i ostemelken, men nar al laktosen er opbrugt vil de
blomstre op efter at starterkulturen der. Der er rigeligt med aminosyrer, sma peptider og
kveelstofforbindelser, men praecis hvor de far energien fra, er stadigt ikke helt klarlagt. Noget
kommer fra nedbrydning af aminosyrer, for eksempel har Lactobacillus casei et enzym
(dehydratase), som producerer pyruvat fra aminosyren serin 1 anarobt miljo (Crow, Curry &
Hayes, 2001). Udviklingen af NSLAB athanger ogsa af sammensatningen af starterkulturen;
i cheddar oste benyttes der ikke citrat fermenterende bakterier, hvilket gor at bakterier som
F.cks. Lc. diacetylactis og Leuconostoc spp. ikke forgarer citraten og denne kan i stedet
forgzres af eventuelle NSLAB (Martley & Crow, 1993). En cheddarost, hvor der blev tilsat
et lavt antal Lactobacillus plantarum og Lb. casei spp. pseudoplantarum blev vurderet til at
have en hgjere kvalitet end de oste, der ikke var tilsat NSLAB. Derimod blev der kun
observeret sma @&ndringer i nedbrydning af protein, mens der i en anden undersoggelse blev
fundet et hejt niveau af frie aminosyrer i oste, hvor der var tilsat Lb. casei, Lb. plantatarum,
Lactobacillus acidophilus og Lactobacillus helveticus. Samme undersegelse viste, at de oste,
hvor der var tilsat Lb. helveticus, udmarkede sig positivt sensorisk (Shakeel, Fox &
McSweeney, 2000).
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Der vil vaere et hgjere niveau og en storre diversitet af NSLAB 1 oste fremstillet af rd malk,
hvilket gives som &rsag til, at disse oste ofte udvikler en mere intens smag. Man er derfor
begyndt at tilsette den pasteuriserede ostemalk lidt NSLAB sammen med den almindelige
starterkultur. Denne kultur betegnes “Finisher”, da den vil dominere til sidst i modningen.

Til en cheddar fremstillet af pasteuriseret malk, blev der tilsat 1 % ra maelk, hvorved der ikke
alene blev fundet et signifikant hegjere niveau NSLAB, men ogsd en mere frugtagtig og skarp
aroma, hvilket i undersggelserne blev vurderet som noget positivt (Shakeel, Fox &
McSweeney, 2000; Shakeel et al., 2000).

I Irsk cheddar er de mest almindelige NSLAB Lb. casei, Lb. plantarum og Lactobacillus
curvatus, mens det i New Zealand er Lactobacillus paracasei og Lactobacillus rhamnosus,
der dominerer (Crow, Curry & Hayes, 2001). Det er svart at sige, hvor mange bakterier, der
skal til for at det har indflydelse pa ostens smag, men til ssmmenligning skal der over 10’
CFU pr. cm’ til fer kylling far en darlig lugt, og over 5+10” CFU pr. cm” for der kan markes
et slimlag (Ayres, 1960). Ved forderv af ked bliver der frigivet er rekke svovlforbindelser,
som er meget lette at lugte, det er derfor naeppe sandsynligt, at bakterier vil kunne detekteres,
hvis de forekommer i et antal under 10’ CFU pr. g. i en ost.

Overfladekultur

Hvis en ost fér lov at ligge uberert under modningen, bliver den overgroet af skimmel pa
overfladen. Ved vaskning (viskning) af ostene med vand eller saltlage, @ndres miljoet, sa ger
og bakterier kommer til at dominere. Ostene bliver belagt med en overfladekultur (ostekit),
som er domineret af Debaryomyces og Rhodotorula (ger) samt nogle mikrokokker og
Brevibacterium linens. Podning med kitkultur skete tidligere ved, at de aldste oste blev
visket forst og de nye oste til sidst. Derved blev mikroorganismerne overfort til de nye oste.
Men ogsa uenskede organismer blev overfort pd denne made, isaer Listeria monocytogenes
kunne veare et problem (Nielsen, 2000). I dag vil der oftest blive brugt renkultur (kit), som
indeholder de gnskede stammer. brie og camembert er de to mest kendte blade oste, som
bliver overflade-modnet med skimmel. Penicillium camemberti er den mest dominerede, men
der tilsaettes ogsa tit Geotrichum candidum, samt en raekke geertyper (Saccharomyces lactis,
S. fragilis, Torulopsis sphaerica, Candida pseudotropicalis Debaryomyces hansenii,
Torulopsis candida med flere) (Gipon, 1999). Redkitoste som munster, pont-I'Evéque,
limburger og taleggio bliver overfladebehandlet med geer og skimmel som Candida,
Debaryomyces og Geotrichum, samt nogle salttolerante Brevibacterium spp. hovedsagelig
Brevibacterium linens og Brevibacterium casei, som er de bakterier, der giver disse oste
deres karakteristiske rade farve (Nielsen, 2000). Overfladekulturen indvirker ogsa pa
modningen af ostene, isaer for blede oste. Gersvampene nedbryder malkesyren til CO; og
H,0, og aminosyrer til nogle uorganiske bestanddele, bl.a. ammoniak. Bade nedbrydelsen af
mealkesyre og dannelsen af ammoniak vil fere til, at pH stiger. pH stigningen ger forholdene
bedre for mikrokokker og Brevibacterium spp. Disse bakterier danner en reekke protein- og
aminosyrenedbrydende enzymer samt lipaser. Enzymer kan ikke diffundere ind i selve
ostemassen, men det kan de lavmolekylare nedbrydningsprodukter som ammoniak, og her
vil de prege ostens smag, alt athaengig af dens tykkelse og vandindhold. Felles for alle blede
oste med overfladekultur er, at der i starten af modningen vil vere en pH-gradient, med
omkring pH 8 yderst og pH 4,6 i midten. Efter nogle uger vil denne forskel vaere udlignet og
der vil vaere pH 7 i hele osten. Sa lange der er en pH-gradient vil kalcium og fosfat blive
trukket ud mod overfladen (idet kalciumfosfat er tungtopleseligt ved pH 7-8, men
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letopleseligt ved pH under 5). Omkring 80 % af ostens kalcium og 60 % af ostens fosfat vil
findes 1 de yderste ca. 2 mm (Nielsen, 2000). Nar pH 1 osten begynder at stige, oges kaseinets
vandbindingsevne og en stigende del af det kapillarbunde vand i osten vil blive kemisk
bundet til kasein micellerne. Herved bliver osten mere ensartet og sammenhangende, og den
hvidlige, uigennemskinnelige ostemasse bliver mere gennemskinnelig. Hvor osten for var
kort og “knakkende” bliver den smidig. Det er dog en betingelse, at lobeenzymerne har
nedbrudt a-kaseinet, da osten ellers vil blive sej og gummiagtig. For at osten kan blive
nasten fyldende, kendetegnende for en fuldmoden camembert, brie eller Miinster ost, skal
der 1 osten vare et hojt vandindhold (> 68% VFFO se Tabel 2-1) og en lav
kalciumkoncentration. Kalciumkoncentrationen athenger af, hvor meget kalcium, der er
blevet i osten, og hvor meget der er trukket ud til overfladen (Nielsen, 2000).

Andre bakterier

Enterobacteriaceae kan ogsa findes i ra mealk, og vil stamme fra en faekal forurening.
Bakterierne i denne gruppe er kendetegnet ved at vare gram negative og ikke serlig
varmeresistente. De er interessante af to grunde; for det forste fordi de i pasteuriseret maelk er
tegn pd rekontaminering, da de vil do under en almindelig pasteurisering. For det andet fordi
denne gruppe bakterier indeholder flere patogene arter. Fundet af Enterobacteriaceae vil
derfor indikere, at der kunne vere patogene bakterier i osten. Blandt Enterobacteriaceae er
Hafnia alvei serlig interessant, da flere undersegelser har fundet denne bakterie som
vaerende den mest dominerende blandt Enterobacteriaceae i ramaelksoste. I valdeteja, en
mellemhérd gedeost, var H. alvei dominerende blandt Enterobacteriaceae fra dag 2, og efter
17 dage udgjorde den 100 % (4,7+10° CFU pr. g) af Enterobacteriaceae. I det feerdige
produkt var der 92 % H. alvei og 8 % Escherichia coli (Alonso-Calleja et al., 2002). I en
blad gedeost af camembert typen var H. alvei ligeledes dominerende og kom ogsé op pa 100
% af Enterobacteriaceae (10" CFU pr. gram) (Sable et al., 1997). I en bled fareost,
fremstillet af ra maelk, der blev undersegt efterar, vinter og forar, udgjorde H. alveli,
henholdsvis 83,9 %, 84,3 % og 87,5 % af ca. 10’ CFU pr. g. coliforme bakterier da ostene
var 35 dage gamle. Det skal dog naevnes, at der 1 disse oste ikke var brugt starterkultur
(Macedo, Malcata & Hogg, 1995).

Tabel 5-3 Hafnia alvei i en bled gedeost af camembert typen (Sable et al., 1997)

Dage Midten Under overfladen
% af gramnegative  Ca. antal % af gramnegative Ca. antal
0 3,2 1,6010°
2 17,9 8,9¢10° 27,5 2,5¢10°
15 34,8 1,4+10°* 94,1 6,6°10°
29 77,8 7,8:10° 95,7 9,5¢10°
43 92,4 6,5¢10° 100 1,010’

I en undersagelse af camembert oste fremstillet af rd maelk fra keer, blev der fundet mellem
107-10° CFU pr. g H. alvei, og der var en tendens til, at H. alvei kunne forhindre vakst af E.
coli (Andersen, 1982). At H. alvei kan haemme E. coli er ogsa vist i bouillon (Duffy, Whiting
& Sheridan, 1999).
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H. alvei fermenterer laktose, men ikke sorbitol og kan vere bade proteolytisk og lipolytisk,
med et niveau pa omkring 10’ CFU pr g kan den ikke udelukkes fra at have betydning for
smag og lugt i rAimelksost (Andersen, 1982; Macedo, Malcata & Hogg, 1995; Alonso-Calleja
et al., 2002; Sable et al., 1997).

H. alvei og Serratia proteamaculans har evnen til at decarboxylere aminosyre til de biogene
aminer putrescine og cadaverin. Denne evne til at danne putrescine bliver forsterket 6-15
gange ved tilstedevarelsen af arginin nedbrydende malkesyrebakterier i kod. Putrescine og
cadaverin er blevet foresldet som negative kvalitetsindikatorer for vakuumpakket okseked
(Gram et al., 2002).

5.3 Patogene bakterier i meelk og ost

Franskmand er dem, der konsumerer mest ost i verden — 24 kg ost pr indbygger i 1997
(Mejeriforeningen, 2004). Mere end 200.000 tons af den ost, der blev produceret i Frankrig i
1997 var fremstillet af r4 maelk, hvilket svarer til 20 % af den samlede produktion (de Buyser
et al., 2001). Det er derfor interessant at se zoonoserne fra Frankrig, om denne konsumering
af ramalksost ogsa afspejler sig i deres osterelaterede sygdomsudbrud.

Mealk og melkeprodukter udgjorde 6,1 % (175 af 2861) af de registrerede fodevarerelaterede
sygdomsudbrud, der var i Frankrig fra 1988 til 1997 (de Buyser et al., 2001).

36 % af 69 rapporterede franske sygdomsudbrud fra malk og melkeprodukter, stammede fra
ramelksoste (i perioden 1992-1997). Disse 36 % fordelte sig med 24 udbrud af
Staphylococcus aureus samt et enkelt udbrud af Salmonella (de Buyser et al., 2001).

Afde 417 udbrud af S. aureus forgiftning, der blev rapporteret i Frankrig mellem 1988-1997,
var 24,9 % (104) fordrsaget af enten melk eller melkeprodukter.

Til sammenligning var der kun 1,8 % (34 af 1889) Salmonella udbrud, der var forarsaget af
malkeprodukter. Hvilke patogene bakterier, der forekommer i oste, er forskelligt, athengigt
af hvilke oste der tales om, og varierer ogsé fra land til land. I Frankrig er det storste problem
S. aureus, mens det i England og Wales er Salmonella. Ogsa E. coli og Listeria er set som
arsag til osteforarsagede sygdomsudbrud (de Buyser et al., 2001).

Staphylococcus aureus

S. aureus findes pa huden af varmblodede dyr, hos mennesker hyppigst i nesen og pa huden,
og vil tit veere arsag til infektioner pa huden eller i luftvejene. S. aureus er resistent overfor
udterring og vil derfor kunne overleve pé produktionsudstyr. Derimod vil den hurtigt bliver
udkonkurreret af anden flora, eksempelvis en starterkultur 1 meelk, hvorfor S. aureus sjeldent
vokser 1 rd fodevarer. Malk fra keer med mastitis er dog en undtagelse, hvor endda et hejt
antal af S. aureus kan forekomme. S. aureus producerer et enterotoksin, og de humane
biotyper producerer hyppigere toksinet end de biotyper, der findes hos fugle og andre dyr.

I melk hvor der blev fundet S. aureus i niveauerne 10%, 10° og 10° CFU pr. g malk, blev der
1 de ferdige ostene fundet enterotoxin 1 mangderne 0,5, 1 og 2,5 ng pr. g oste (Vernosy-
Rozand et al., 1998) Det er rapporteret, at der skal 1 pg enterotoxin pr. g fedevare for at give
opkastninger, svimmelhed og abdominale kramper (Baird & Lee, 1995). Ved udbrud bliver
der dog sjeldent fundet vegetative celler 1 det niveau, men blot toksinet. Dette skyldes, at
toksinet stammer fra en kontaminering for pasteuriseringen. D-vardien for S. aureus ved
varmebehandling i melk er ved 60, 65, 70 og 75 °C henholdsvis 54, 12, 6 og 1,2 sekunder,
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mens toksinet er meget varmeresistent og har en D-vardi pa 121°C pa 20 minutter (Bergdoll,
1989; ICMSF, 1996; Johnson, Nelson & Johnson, 1990a,b,c).

Salmonella

Salmonella har veret involveret i en rackke fodevarerelaterede sygdomsudbrud forarsaget af

ost. Den er hyppigt fundet i staldmiljoet, hvilket gor den til en potentiel risiko. Den infektive

dosis er fra 10” til 10° celler, afhaengigt af hvilken serotype og hvilket produkt, der er tale om
(D'Aoust, 1989).

Indtagelsen af maelk og maelkeprodukter produceret af ra melk, bidrager jevnligt til
statistikken over levnedsmiddelrelaterede sygdomsudbrud (Bell & Kyriakides, 2002). I
osterelaterede udbrud er rapporteret flere forskellige serotyper af Salmonella, saésom
Typhimurium, Dublin, Paratyphi og Enteritidis (de Buyser et al., 2001). Der er flere
eksempler pa, at foder har veret arsag til salmonellaudbrud forarsaget af malk og
mealkeprodukter (Crump, Griffin & Angulo, 2002).

11997 havde Juradistriktet i Frankrig et udbrud af Salmonella Typhimurium med 113 syge
(dyrkningsverificerede). En case-kontrol undersegelse pegede pa Morbier ost, som er en bled
ost lavet af rd malk— to patienter havde stadig denne ost liggende i keleskabet. Man paviste

S. Typhimurium 1 ostene og isolaterne tilherte samme undertype som hos patienterne (Bager,
2004).

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes er et problem i oste af savel ra- som pasteuriseret malk, hvor den
kommer direkte fra keerne eller fra produktionsanlegget (Johnson, Nelson & Johnson,
1990a). Hovedarsagen er, at L. monocytogenes kan vokse under vanskelige vilkar - der er
observeret vaekst mellem 1-45 °C, ved pH ned til 4,4 og en saltkoncentration pd 10 % NaCl,
dog ikke samtidigt. Den kan overleve ned til pH 4,2 og ved saltkoncentrationer pé op til 30
%. Den kan vokse aerobt eller fakultativt anaerobt (Pitt, Harden & Hull, 1999a). De fleste
tilfeelde af listeriose ses hos mennesker, der lider af en sekundeer immundeficiens, hos
gravide, AIDS- eller diabetespatienter og hos bern samt @ldre over 60. Normalt sunde og
raske kan dog ogsa blive ramt af listeriose, men som regel vil immunforsvaret forhindre det.
Ved forseg med primater, skulle der en dosis pa 10° L. monocytogenes til at dyrene blev
syge, ved lavere dosis var der ingen tegn pa sygdom. Hos sunde og raske mennesker regnes
den infektive dosis p& over 3+10° CFU pr. g.(Farber & Peterkin, 1991; Pitt, Harden & Hull,
1999¢). I Danmark er der ca. 40 tilfeelde af listeriose om aret (anonym, 2003).

Flere forseg med at inokulere L. monocytogenes i blede oste har vist, at der sker en fysisk
opkoncentration under fremstillingen, idet bakterierne bliver fanget i ostemassen. Dette kan
give en foregelse fra 107 til 2¢10° CFU pr. ml. (Morgan et al., 2001). Forsog med blode
gedeoste viste, at der skete en reduktion i antallet af L. monocytogenes under produktion og
modning, bakterierne kunne dog genfindes ved et inokulum pa 10 CFU pr. ml. Et andet
forseg af Ramsaran (1998) viste, ved inokulation af 10* CFU pr. ml, at der var en
opkoncentrering til ca. 3+10° CFU pr. ml under ostningen, og forst 30 dage efter skete der en
stigning i antallet af L. monocytogenes, dette skete samtidig med at pH steg fra under 5 til
5,5. Dette forseg viste ogsa, at en nisinproducerende Lactococcus lactis ssp. lactis stamme
kun havde en lille effekt efter 10 dage, og at der efter 65 dage skete en stigning til samme
niveau, som i de oste hvor der ikke var brugt nisinproducerende stammer.
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Inaktiveringen af tre stammer L. monocytogenes blev undersogt i sterilmaelk og rd maelk
(Bradshaw, Peeler & Twedt, 1991). Dette forseg viste, at ved 68,9 og 71,7 °C skulle den
sterile maelk varmes leengere tid end den r4 malk for bakterierne ikke blev genfundet, hvilket
skyldes, at de varmeskadede L. monocytogenes i den rd malk er inhiberet pga konkurrence
fra varmestabile malkesyrebakterier.

I en model udviklet til at forudsige drabseftekten af L. monocytogenes i melk, kan man se, at
der med 95 procents sandsynlighed sker >4 log reduktioner ved 67 °C, >11 log reduktioner
ved 69,5 °C og >28 log reduktion er ved 72 °C. Alle med en holdetid pa 16 sekunder
(Piyasena, Liou & McKellar, 1998; Bradshaw, Peeler & Twedt, 1991).

At der forekommer sygdomsudbrud fordrsaget af pasteuriserede produkter skyldes nok
narmere efterkontaminering end fejl 1 pasteuriseringen (Pitt, Harden & Hull, 1999b).

Escherichia coli

Escherichia coli er en normal del af tarmfloraen hos mennesker og dyr, og forarsager normalt
ikke sygdom, dog findes der flere typer, som er patogene. Antallet af E. coli bruges som
indikation for, hvor faekalt forurenede produkter er. De to grupper, der er mest udbredte i
fedevaresammenheng, er verotoksin-producerende E. coli (VTEC) og enteropatogene E. coli
(EPEC). EPEC smitter normalt mennesker, men kan ogsa findes hos syge kalve. VTEC
smitter ogsa mennesker, men findes primart hos raske keer, geder og far. Den infektive dosis
er meget lav. For Escherichia coli O157:H7 er den 10-100 celler (ICMSF, 1996; Feng,
2001). I et forseg med cheddar fremstillet af malk inokuleret med 10° CFU pr. ml af E. coli
O157:H7, var der efter 14 dage sket en lille stigning. Efter 60 dage var der sket en 2 log
reduktion, men efter 158 dage var det stadigt muligt at detektere E. coli O157:H7 (Reitsma &
Henning, 1996). I et andet forsog inokuleredes 10* CFU pr. ml E. coli 0157:H7 i ré- og
pasteuriseret malk til fremstilling af camembert oste. Dette forsag viste en gget celletethed
efter produktionen, dels pa grund af vakst, men formentlig ogséd pa grund af indfangelse af
bakterierne i ostemassen. Efter 10 dage var antallet af E. coli O157:H7 faldet til lidt over det
tilsatte i de pasteuriserede oste. I ostene fremstillet af ra maelk var E. coli O157:H7 kun faldet
til ca. 5410° CFU pr. g efter 10 dage, og mengden var nasten uzndret efter 65 dage
(Ramsaran et al., 1998). Disse to forseg viste, at E. coli O157:H7 kan overleve i en
osteproduktion, og at den derfor kan vaere et problem i1 rdmalksoste. I et forseg, hvor melken
blev tilsat 10° CFU pr. ml af ti forskellige stammer af E. coli 0157:H7 og derefter
varmebehandlet ved 64,5 °C i 16,2 sekunder, blev der ikke genfundet nogle E. coli O157:H7
(Johnson, Nelson & Johnson, 1990b).

E. coli O157:H7 blev ferste gang identificeret i 1982, og i 1999 var over 11 % af alle
rapporterede tilfaelde i Wales og England relateret til meelkeprodukter (Maher et al., 2001;
Piyasena, Liou & McKellar, 1998). I Danmark har antallet af tarminfektioner forarsaget af
verotoksinproducerende E. coli ogsa vearet stigende; fra 51 1996 til 11512003 (Anonym
2003b). I perioden fra 1997 til 2000 var der i Danmark 168 laboratoriepéviste tilfelde af
infektioner med verotoksinproducerende E. coli, halvdelen af disse var hos bern under 5 ar.
E. coli O157:H7 blev fundet i 23 % (27 af 115 1 2003) af tilfeeldene og var dermed den
hyppigste fundne serotype. Det vides ikke, hvor mange af disse tilfzlde, der skyldes
fodevarer (Reonne, 2001; Anonym 2003a).
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6 Metoder til undersggelse af mikroorganismer i ost

Man kan undersegge bakterier i fadevarer ved hjlp af en rekke forskellige agarer og medier.
Generelle medier bliver brugt til at kvantificere antallet af bakterier 1 en given fodevare. At
mediet er generelt betyder at der ikke sker nogen selektion, og derfor skulle flest mulige
bakterier kunne vokse pa disse medier. I nogle tilfeelde benyttes selektive medier til at
forfordele nogle bakterier frem for andre, for derved at kunne pévise bestemte bakterier i
levnedsmidlet. Dette kunne vare detektion af patogene bakterier sdsom Salmonella eller
Listeria, eller en smagegiver sasom Lactobacillus. Nogle af disse selektive medier har en
form for indikator, som ger det muligt at skelne bakterier fra hinanden. Derved er det muligt
at kvantificere tilstedeverelsen af forskellige bakterier pa et enkelt medie, hvilket geres ved
at teelle antallet af kolonidannende bakterier CFU (Colony Forming Units). Selvom der
benyttes selektive medier er det nedvendigt at identificere bakterierne faenotypisk eller
genotypisk. Dette gares ved at isolere en enkelt bakterie ved rendyrkning et par gange. Ved
malkesyrebakterier benyttes fanotypiske traek sdsom celle form (kok, oval kok eller stave),
gramfarvning eller kaliumhydroxyd, katalase test og gasproduktion. Eventuelt kan
forgeringen af forskellige sukkerarter ogsd bruges. Genotypisk identifikation bestar 1 at
sammenligne DNAet fra de relevante bakterier (afsnit 6.2)

6.1 Medier

I dette afsnit vil nogle af de forskellige mediers selektive egenskaber, samt hvordan nogle af
bakterierne identificeres pd de enkelte medier, blive beskrevet.

Baird parker Mediet

Baird parker er et selektivt medium for Staphylococcus aureus, de fleste andre bakterier
bliver undertrykt med de selektive reagenser: aminoeddikesyre, lithium og tellurite. Staph.
aureus reducerer tellurite og danner nogle grasorte kolonier. Baird parker agaren indeholder
ogsa aggeblomme, som Staph. aureus kan nedbryde med dens lipase og derved danne en
klar zone (Anonym 2004a).

Eosin metylenblat agar

Eosin metylenblat agar kan benyttes til at detektere E. coli. Mediet indeholder eosin som
inhiberer vaekst af gram positive bakterier. Laktose er den eneste kilde til kulhydrat, og
methylenblat ger at de bakterier som forgerer laktosen vil danne lillasorte kolonier. E. coli
vil danne naesten sorte kolonier med en metallisk overflade. Den marke farve skyldes at E.
coli og visse Citrobacter er methylred positiv laktose-fermenterende. Bakterier som
Klebsiella og Enterobacter vil fremsta som et fiskegje; merk lilla i midten med en farvelos
slimet ring — dette skyldes, at disse bakterier er methylred negativ laktose-fermenterende.
Ikkelaktose fermenterende bakterier saisom Pseudomonas vil fremsta med farvelose kolonier
(Anonym 2004b).

M17

M17 er et generelt medium til maelkesyrebakterier sdsom Streptococcus spp., Lactococcus
spp. og Enterococcus spp. (Vogensen, Nilsson & Josephsen, 2002). Disse bakterier er
homofermentative og omdanner laktose til melkesyre, men mange af laktokokkerne taler
ikke et lavt pH f.eks ages selektivitet overfor Lactobacillus spp. hvis MRSs pH sankes fra
6,2 til 5,5, og det er derfor vigtigt, at mediet har gode bufferegenskaber idet
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malkesyrebakterierne danner syre under vakst. [ M17 er di-natriumglycerofosfat brugt som
buffer, hvilket gor mediet i stand til at opretholde pH over 5,7 efter 24 timer (Anonym
2004c).

MRS agar

MRS agar (De Man, Rogosa, Sharpe) er ogsa et generelt medium til malkesyrebakterier.
Normalt benyttes MRS med pH pé 6,2 til de fleste malkesyrebakterier, men ved at s&enke pH
til ca. 5,5 kan det gares selektivt overfor Lactobacillus spp., idet de fleste Lactococcus spp.
ikke vil kunne gro ved sa lavt pH. Denne effekt kan forstaerkes yderligere ved at have
inkubationstemperaturen fra 30°C til 37°C (Anonym 2003c; Vogensen, Nilsson & Josephsen,
2002).

Oxford

Listeria monocytogenes kan detekteres pa Oxford, hvor der til agaren er tilsat en rakke
forskellige selektive reagenser ssmmen med et indikatorsystem, som giver en sort zone om L.
monocytogenes kolonier (Anonym 2004d).

PCA-m=lk

PCA-malk (Plate Count Agar med melk) er et generelt medie til bestemmelse af det “’totale
antal bakterier” i malken og osten. Derfor burde der gro flest bakterier pa dette medie, men
der ber tages hgjde for, at nogle bakterierer for svaekkede til at vokse, og at disse bliver
udkonkurreret af de andre bakterier. Derfor er det ikke sikkert, at der er tale om en
monokultur, blot fordi der kun findes én type bakterier i et antal af 10° CFU pr. g. Der kan
vare en rakke forskellige bakterier, som findes i niveauer lige under de 10® CFU pr. g. og
derfor ikke kan ses.

Rogosa

Rogosa minder meget om MRS, men er fra starten fremstillet til at have en pH-vaerdi pé 5.,4.
Derfor er Rogosa selektiv overfor Lactobacillus spp., og opfylder de krav, som selv de mest
kraesne Lactobacillus spp. stiller (Holzapfel, 1992).

Slanetz and Bartley medium

Slanetz and Bartley medium benyttes til at detektere enterokokker, og alle rade kolonier kan
regnes for at vaere enterokokker (Anonym 2004e).

Violet Red Bile Agar VRBA

VRBA er et selektivt og indikativt medium til pavisning af coliforme bakterier. Mediet
benytter galdesalte og methylviolet til at hemme vakst af grampositive bakterier. Nir en
bakterie danner syre fra laktosefermentering vil der ske et farveskrift fra violet til mork
violet. VRBA inkuberes ved 37°C og bruges til at detektere coliforme bakterier, som er en
gruppe af aerobe og fakultativt anaerobe, gramnegative, ikkesporedannende stave, og som
kan fermenterere laktose. Gruppen omfatter hovedsaglig arter inden for Enterobacteriaceae
for eksempel: Citrobacter, Hafnia alvei, Serratia marcescens, Klebsiella og Enterobacter
coli (dog ikke E. coli O157:H7). Enkelte ikke-Enterobacteriaceae vil ogsa kunne gro —
sasom Yersinia og Aeromonas. Hvis VRBA inkuberes ved 44°C oges selektiviteten, og det er
kun den gruppe, som kaldes faekale coliforme bakterier, som vil kunne gro. Denne gruppe
indeholder kun E. coli, som stammer fra en direkte fackal forurening (Downes & Ito, 2001).
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XLD

Xylose Lysine Desoxycholate, XLD, agar er oprindeligt fremstillet til at isolere Shigella,
men har vist sig ogsa at veere anvendelig til at detektere Salmonella. Shigella og Salmonella
differentieres fra ikke-patogene bakterier ved hjalp af xylose-fermentering, lysin
decarboxylering og produktion af hydrogensulfid. De fleste tarmbakterier besidder evnen til
hurtigt at fermentere xylose. Undtagelsen er Shigella, Providencia og Edwardsiella, som
derfor fremstar med en negativ reaktion pa dette medium. Salmonella spp. kan skelnes fra de
ikke-patogene xylose-fermenterende bakterier, idet Salmonella spp. decarboxylerer lysin,
hvorved pH haves til alkalisk niveau, og derved har en reaktion som er lig med Shigellas.
Edwardsiella og Salmonella spp. kan skelnes fra Shigella ved hjalp af en hydrogensulfid
indikator (anonym, 2004).

6.2 Molekyleere identifikationsmetoder

Molekylare identifikationsmetoder er mader, hvorpa bakterier kan identificeres pa deres
arveanlaeg. De mest benyttede metoder kaldes restriktionsenzymklipning, elektroforese,
RNA:DNA eller DNA:DNA hybridisering, Polymerase Chain Reaction (PCR) og DNA
sekvensanalyse. I dette projekt er de to sidstnaevnte metoder benyttet, og vil blive
gennemgaet efter en kort gennemgang af DNA strukturen.

6.2.1 Bakteriers DNA (16s og 23s)

Bakteriers arveanlag ligger gemt i deres DNA (deoxyribonukleinsyre), som bedst kan
illustreres som en stige, hvor siderne er opbygget af to antiparallelle keeder af fosforylerede
deoxyribose, knyttet sammen af en fosfatbro mellem kulstof nr. 3 i det ene deoxyribose og
nr. 5 i det naeste. En DNA-enkeltstreng har en 5'-fosfat-ende og en 3'- hydroxyl-ende, og
laeses altid fra 5'- til 3'-hydroxyl-ende (Figur 6-1).

,,,,,,,,,,,,,,,,,

P

2
Hat %

5 o Nukleotld

Flgur 6-1 DNA molekylets opbygning
(Fajer, 2003)

Hvert trin pa “’stigen” er to komplementare baser. Der er fire forskellige baser (nukletider);
Adenin (purin base), Thymin (purimidin base), Guanin (purin base) og Cytosin (purimidin
base), som forkortes med deres forbogstav. A er komplementaer med T, og G med C, hvilket
giver fire kombinationer, AT, TA, GC og CG. G og C er bundet sammen af tre
hydrogenbindinger, og er derfor sterkere end TA, som kun er bundet sammen med kun to
hydrogenbindinger. Hvor sterkt de to kader af fosforylerede deoxyribose er bundet sammen,
athenger derfor af, hvor mange GC par der er 1 forhold til TA par. Dette udtrykkes 1 GC %
(Griffiths et al., 1999; Fajer, 2003b).
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RNA (Ribonukleinsyre) er opbygget pa naesten samme méade som DNA, dog erstattes
deoxyribose af ribose og Uracil ersatter Thymin. RNA-strengen er enkeltstrenget, og folder
tilbage pa sig selv i omrdder, hvor komplementar baseparring er mulig, hvilket giver en
sekundeer struktur (Figur 6-2).

RNA er opdelt efter funktion i tre grupper: mRNA (messenger RNA), som er en kopi af det
stykke DNA, som koder for protein, tRNA (transfer RNA), som transporterer aminosyrer til
ribosom-mRNA-komplekset ved proteinbiosyntesen, og rRNA (ribosomalt RNA).

I bakterier findes der tre forskellige slags rRNA: 58S, 16S og 23S, som sammen med ca. 50
proteiner danner ribosomerne. rDNA, som er det DNA, der koder for 5S, 16S og 23S rRNA,
er meget konserverede, hvilket vil sige meget ens hos alle bakterier, men det varierer, hvor
mange kopier af rDNA, de forskellige bakterier har. P4 Figur 6-2 ses 16s rRNA fra en
bakterie. Stersteparten er konserveret, men der er ogsa 9 variable regioner (V1-V9), som kan
benyttes til identificeringen af forskellige bakterier (O"Sullivan, 1999; Vogensen, 2003).

\%i
Vo6
V4
V5
A V8
Vi1
V9
V2
10 nuklefider

Figur 6-2 Sekunder strukturmodel af

prokaryoters 16s rRNA. De regioner som er tegnet
med redt er mest konserverede, mens de ni sorte

regioner (V1-V9) er der, hvor det varierer mest.
(mod.e. Lodish et al., 1999; O'Sullivan, 1999)
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6.2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR er en form for kopiering af DNA, hvor DNA-polymerasen benytter en DNA streng som
skabelon (template DNA) til at fremstille det komplementare stykke DNA. Dette forudsetter
dog, at der er en startsekvens, der kan bygges videre pa. Denne startsekvens kaldes en primer
og er ca. 20-30 basepar lang. De byggesten, der benyttes til at danne det nye stykke DNA
hedder deoxynucleotidtrifosfat (AINTP), og bestar af deoxyadenosin trifosfat (dATP),
deoxycytidin trifosfat (dCTP), deoxyguanosin trifosfat (dGTP) og deoxythymidin trifosfat
(dTTP). Enzymet, der benyttes, er oftest Taqg DNA polymerase, som er fra termofile bakterier
kaldet Thermus aquaticus. Dette polymerase tiler opvarmning til 95°C. Template DNA,
primer og ANTP blandes med polymerasen (Figur 6-3). Primeren satter sig pa template
DNAet i den ende, hvor der er en fri 3' hydroxyl-ende, og polymerasen vil sette ANTP pé
primerens 3' hydroxyl-ende indtil den til sidst danner et fuldt komplementaert stykke DNA
(Griffiths et al., 1999; Fajer, 2003c).

3'-enden
-
=
$ -zrz
n
L
i
PiC

|
|
s

5'- ende
3'-enden

Det kendte stykke

=

e —

Primer der passer til
det kendte stykke

Template DNA-stykket dNTP szttes pa det nye 5'-enden
der enskes amplificeret DNA-stykke ved hjelp af
Taq polymerase

Figur 6-3 Amplificering af et stykke DNA (Fajer,
2003a)

Selve amplificeringen foregér i tre trin:

Forst skal den dobbeltstrengede template DNA, deles 1 to enkeltstrenge. Dette foregar ved
opvarmning af DNAet til ca. 95°C 1 30-60 sekunder.

Dernast skal primerne hefte sig til template DNA-stykket (primer annealing). Der vil altid
blive benyttet to primere, en til hver template DNA-streng. Denne primer annealing foregar
ved ca. 60°C 1 ca. 30 sekunder. Den rette temperatur athanger af primerne, idet det er den
samme temperatur, som vil fa primerne til at ”smelte” fra dobbeltstrengen. Smeltepunktet
(T) kan udregnes efter folgende formel:

Tam = (antal A+T)-2°C + (antal G+C)-4°C

Hvis temperaturen er for hoj vil det ikke veere muligt for primeren at hafte sig til template
DNAet, men hvis temperaturen er for lav, vil primeren kunne hefte sig til et stykke DNA,
selvom ikke alle basepar passer sammen.

Til sidst bliver primerne forleenget ved hjelp af Taq polymerasen. Denne polymisering
foregar ved Taq polymerasens optimum, som er 72°C.
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Amplificeringen fortsatter ved at den nye streng deles fra template DNAet ved en ny
opvarmning, og derefter kan der haeftes primer til template DNAet og til den nye
komplementaere DNA (Figur 6-4).
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Figur 6-4 Temperaturforlebet i en PCR reaktion.

Hele processen gentages ca. 35 gange, hvilket teoretisk vil give 2* kopier. Men i takt med en
oget koncentration af PCR-produkter, vil der ogsd blive en oget konkurrence mellem
primere, som binder sig til template DNA og PCR-produkternes genannealing. En oget
koncentration af PCR-produkter vil ogsa ege meengden af fejl, som sker ved at primerne
binder sig til forkerte sites. For at mindske antallet af fejl kan annealingtemperaturen sattes
op efter f.eks. 10 cykler, hvilket vil gore bindingen mere specifik (Griffiths et al., 1999;
Fajer, 2003d).
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6.2.3 Internal Transcribted Spacer-PCR (ITS-PCR)

ITS-PCR er en almindelig PCR reaktion, hvor DNA-stykket mellem 16S og 23S regionerne
bliver amplificeret. Det specielle ved amplificering af netop dette stykke DNA er, at bide
16S og 23S er meget konserverede, sé en primer, der hafter sig i disse regioner, vil kunne
benyttes til nasten alle bakterier. Til gengald er stykket mellem 16S og 23S forskelligt fra
bakterie til bakterie (Figur 6-5). Ved at sammenligne leengden af stykket imellem 16S og
238, vil det veere muligt at skelne mellem forskellige bakteriestammer. Antallet af rDNA kan
variere mellem forskellige bakterier. I E. coli er der f.eks. 7, 10 i Bacillus subtilis og 91 S.
aureus. Lengden af DNA-stykket mellem 16S og 23 S vil som regel vaere den samme 1 alle
rDNA operons indenfor samme bakterie. Lengden af det variable stykke DNA méles ved
gelelektroforese, hvor DNA-stykkerne vandrer mod den positivt ladede pol 1 en agarose-gel.
Sterrelsen af stykkerne er afgerende for, hvor langt stykkerne vandrer. I agarose-gelen er der
tilsat ethidium bromid, som binder sig til DNA-stykkerne, og fluorescerer ved UV-belysning.
Hvor langt DNA-stykkerne er vandret sammenlignes med en marker med kendte standarder.
Hvis en bakterie har flere operons med forskellige variable stykker DNA, vil disse optreede
som individuelle band .

; a1 1H:N\_&1\ ! i
; tRMAE  tANANS

fesimi Variable stykker™® ™"

Figur 6-5 16S og 23S i bakterier (mod. e. Gurtler & Stanisich, 1996)
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6.2.4 Sekventering

Sekventering er en afkodning af DNA, og er derfor mere precis end de andre DNA-baserede
metoder. Hvor forskellen mellem de amplificerede DNA-fragmenter bestemmes ved
sammenligning af smeltepunkt og sterrelse, bygger sekventering pa PCR amplificering.
Udover primer, dNTP og Taq polymerase, er der tilsat nogle

di-deoxy-nucleotid-tri-fosfat (ddNTP). ddNTP virker som kade-terminator, idet den mangler
hydroxylgruppe i 3"-enden (Figur 6-6). Nar Taq polymerasen far en ddNTP i stedet for en
dNTP vil primerforleengelsen stoppe. Resultatet er en reekke DNA-fragmenter af forskellig
leengde. Ved hjzlp af gelelektroforese i en kapillar bliver disse fragmenter opdelt efter
storrelse. For enden af kapilaren er der en laser, der afleser intensiteten af markererne i
3'enden. Denne intensitet bliver afbilledet som toppe i et diagram, og hvis processen er
lykkedes, vil hver top reprasentere en nukleinsyre. Hvis der har veret mere end et template
DNA, vil der forekomme dobbelttoppe, og det vil ikke vaere muligt at lese DNA-strengene.

En af de fire baser:

o o o G.C.T eller A Template DNA, Primer, dNTP, ddNTP med marker og Taq polymerase
I [
0—R—0—P—0—Rk—0—CH,

| ! ! o GGCGTTACCCAACT

o o o GGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGC GGOGTTACCCAACTT
Hydroxylgruppen i 3'enden =3 & 4 GGCGTT

B TTAATCGCCTTGCAGCAC GGCGTTACCC
GGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGC
GGCGTTACCCAACTTAAT

Dideoxynucleotidtrifosfat En af de fire baser: G,C,T
(dNTP) eller A, med marker GGCGTT

o o o GGCGTTACCCAACTTAATCGCCT

—0—CH, o

=
|
—
1
o
|
—
1
o
|
—

[=]

Disse fragmenter bliver ordnet efter |:|:
leengde ved hjzelp af kapilarelektroforese

og en laser kan aflzese hvilken marker der
er pa dideoxynucleotidet i 3'enden

H H
H H
— o Laser
) o—
N M"
Figur 6-6 Sekventeringsreaktion er en Detektor b & —
PCR, tilsat ddNTP. Resultatet er en _— ——. P
reekke DNA fragmenter af forskellig -
leengde med en dideoxynucletid i enden. ——
e e
1

GCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCG

i

Nér DNA strengen er afkodet, kan den sammenlignes med DNAet fra de bakterier der findes
i en database pa internettet.
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7 Materialer og metoder

Til dette projekt er der fremstillet fire specifikke produktioner af sma blede oste af radkit
typen over en etdrig periode. Alle ostene blev fremstillet pa et gdrdmejeri. Gérden har en
besatning pa ca. 130 sortbrogede malkekeer, som om vinteren gar i et lgsstaldssystem med
dybstreelse. I hver produktion er der fremstillet en batch af ra og pasteuriseret meelk.
Produktionen af de to batches blev fremstillet sidelobende af malk fra samme malkning. Den
pasteuriserede type var en ost, som normalt indgik i mejeriets sortiment, mens osten,
fremstillet af den rd maelk, var en, som mejeriet gerne ville, men ikke matte, fremstille, og
mejeriet havde derfor kun begranset erfaring med fremstillingen af denne.

Produktion 1 foregik om efteraret (04/09-02 til 14/10-02), hvor kvaget gik pa graes og havde
gjort det hele sommeren. Produktion 2 foregik om vinteren (09/12-02 til 22/01-03), hvor
kveeget gik inde i stalden og hovedsagligt blev fodret med ensilage. Produktion 3 foregik 1
forsommeren (22/05-03 til 02/07-03), hvor kveget lige var kommet pa gres. Produktion 4
foregik om efteraret (22/10-03 til 16/12-03), hvor keerne lige var kommet ind i stalden. Nar
ostene havde modnet i 10 dage, blev de sendt til KVL og DJF. P4 KVL blev alle de
mikrobiologiske forseg foretaget. Pa de to forste osteproduktioner blev forskellen i NSLAB
(primeert Lactobacillus spp.) undersggt ved isolering af bakterier fra medierne M17, Rogosa,
MRS og PCA. Disse isolater blev sammenlignet ved ITS-PCR (Internal transcribed spacer-
Polymerase chain reaction) for at se, hvilken forskel der var i antal og type af Lactobacillus
sp. mellem ostene af pasteuriseret malk og den ra malk. Desuden blev forskellene mellem
de fire osteproduktioner mht. antal melkesyrebakterier og ikke-malkesyrebakterier
undersogt.

DJF stod for alle aromaanalyser og konsistensmalinger. P4 malken malte DJF protein, fedt,
celletal, FFA, fedtsyresammensatning, plasmin/plasminogen og lipaseaktivitet. P4 ostene
maélte de ved hver proveudtagning pH, aromaprofil, elektronisk nase, peptidprofil og tekstur.
Pé Steins laboratorier maltes saltindhold, vandindhold i fedtfri ost samt fedtprocent ved hver
proveudtagning. Da DJF ikke har ferdigbehandlet alle data, vil kun dele af deres resultater
blive brugt i denne rapport.

For at gore det nemmere at skelne de fire produktioner fra hinanden, bliver de i det folgende
illustreret med fire farver; gul for , orange for rod for Produktion
3 og brun for Produktion 4.
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7.1 Fremstilling af ostene

Pé Figur 7-1 ses et diagram over produktionen. Mejeriet havde allerede veret i gang i nogle
timer med den almindelige produktion, idet melken fra aftenmalkningen var brugt inden
fremstillingen af forsegsostene.

Karnr 3 Karnr 1

Malkning
Starter kl 6.00

N

Pasteurisering
72°C 115 sek
¢ h
Syrning
i 1% time

Ostekarret fyldt med maelk

~N ~N
Labetilsetning
Henstar herefter i
1% time
N N

Skering af ostemassen

Slut-rering
1 time
A N

Haldes 1 forme

A N

Vendes efetr 2 timer
modnes ved 25°C

A N

Saltning
i efter 24 timer -
Mogens Jensen rorer i — - Ostekornene fyldes i forme
ostekornene Paforing af Kit kI
efter 48 timer
A N
Modnes
dag 3-10 ved 16 °C

Ostene til KVL og
DJF

N N~

Modnes
- ; dag 10-17 ved 8 °C
Ostekornene i forme T T

Ostene efter tersaltning

Modnes
ved 4 °C resten af
tiden. Der blev taget
prover dag 31, 45

Figur 7-1 flowdigram over produktion af ostene
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Fremstilling af ostene

Oversigts tabel over fakta om de fire produktioner Tabel 7-1.

Tabel 7-1 Beskrivelse af produktionen af de fire Produktioner

Produktion 1

Produktion 2

Produktion 4

Periode 4/9 02 - 14/10 02 9/12 02 - 22/1 03 19/5 03 -2/7 03 22/1003 - 16/12 03
Kode Ul P1 U2 P2 U3 P3 U4 P4
Opstaldning Grees Grees Dyb- Dyb- Grees Grees Dyb- Dyb-
stroelse stroelse strgelse | streelse
Foder Grees+ Graes+ Ensilage | Ensilage Ny graest | Ny graes+ Ensilage | Ensilage
ensilage  ensilage ensilage | ensilage
Malkning Ca. 6:00 Ca.6:00 | Ca.6:00 | Ca.6:00 | Ca. 6:00 | Ca. 6:00 | Ca. 6:00 | Ca. 6:00
Pasteurisering . . . .
(72°C i 15 sek) Nej Ja Nej Ja Nej Ja Nej Ja
Kar nr (Figur 7-2) 1 3 2 3 1 3 2 1
Ostekarret er fyldt 9:40 9,28 7:50 7:45 7:40 7:34 9:36 10:20
Starterkultur 0:23° 0:20° 0:23° 0:28" 0:30° 0:31° -0:04" -0:05"
(10 g pr. 100 1) 10:03 9:40 8:13 8:15 8:10 8:05 9:32 10:15
Lobe 1:32 1:40° 1:17° 1:17° 1:23 1:25 0:33 0:33°
(30 ml pr. 100 1.) 11:35 11:20 9:30 9:32 9:33 9:30 11:05 10:48
Skeering 1:31° 1:27° 1:45 1:45 1:32° 1:40" 1:26° 1:28
(10 mm) 13:06 12:47 11:15 11:17 11:05 11:10 12:31 13:16
Efterroring Hvert Hvert Hvert Hvert Hvert Hvert Hvert Hvert
15. min 15. min 15. min 15. min 15. min 15. min 15. min 15. min
I forme 1:03° 1:04° 0:50° 0:50° 1:00° 0:55° 1:18 1:19°
14:09 13:51 12:05 12:07 12:05 12:05 13:49 14:35
Vending 1:06° 1:16° cal:15 | cal:10° | cal:05 | ca0:59 | cal:00 | cal1:00
15:15 15:07 13:20 13:17 13:10 13:04 ca 14:50 | ca 15:30
Sterrelse . . . . . . . .
(10 cm diameter) 2 cm hgje 2 cm hgje | 4 cm hgje | 4 cm hgje | 4 cm hgje | 4 cm hgje |4 cm heje | 4 cm heje
Modning under Over Over Over Over Over Over Over Over
plastik (25°C) natten natten natten natten natten natten natten natten
Saltning (2 %) 19:55° 20:19° 21:40 21:20° 21:50° 21:56 24:00° 24:00°
8Yle(r)%g‘)lek“1mr 24:00°  24:00° | 24:00° | 24:00° | 24:00° | 24:00° | 24:00" | 24:00°
Pakning - 1e . 1.1 | Hojetre- | Hoje trae- | Lave trae- | Lave trae- | Hoje trae- | Hoje tree-
(Figur 7-3) Petri skale | Petri skale fustager | fustager | fustager | fustager | fustager | fustager
Modning 16°C dag 3-10 3-10 3-10 3-10 3-10 3-10 3-10 3-10
Modning 8°C dag 10-17 10-17 10-17 10-17 10-17 10-17 10-17 10-17
Modning 4°C dag 18-slut 18-slut 18-slut 18-slut 18-slut 18-slut 18-slut 18-slut
" tid fra forrige handling
Pa mejeriet var der 3 ostekar pd hver 500 1,
@ @ Pasteuriserings-
apparat
@ udtag
@ stophane
Karnr. 1 Karnr. 2 Karnr. 3

Figur 7-2 Diagram over ostekarrenes placering samt rerforing i mejeriet
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Starterkultur: ~ F-DVS Lactococcus diacetylactis MB-1,
10t:2403219 I produktion 1-3 og lot:2475914 i produktion 4
Mesophic Aromatic culture, Chr. Hansen, Danmark.
1 frossen pelletform. Skal opbevares ved -45°C,
men blev opbevaret ved -18°C

Kit: OFR 9
Brevibakterier, gaer og Geotrichum candidum
Danisco Cultor, Danmark.

7.1.1 Pakning og transport af ostene

Ostene blev pakket pa mejeriet, men ikke helt ens ved de fire produktioner. I produktion 1
blev ostene til KVL pakket 1 petriskdle, mens dem til DJF blev pakket i plastikposer. I
produktion 2, 3 og 4 blev ostene pakket ens til bAde KVL og DIJF; i treefustager med
pergamentpapir 1 bunden og cellofan over. Dog var de anvendte fustager i produktion 3 lidt
lavere end i produktion 2 og 4 (Figur 7-3), og i produktion 4 var der ogsa lagt et stykke
pergamentpapir ovenpa ostene, og der blev benyttet film 1 stedet for cellofan.

Figur 7-3 Foto af de tre indpakningstyper, fra venstre er det forste, anden og tredje produktion. Fjerde
blev naesten pakket ligesom produktion 2.

Naér ostene var faerdiglagret ved 16°C efter 10 dage (Figur 7-1), blev de pakket 1
flamingotransportkasse (med fryseelementer som stadig var frosne ved ankomst) og bragt til
KVL og DJF.
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7.2 Mikrobiologiske analyser

Under produktionen af ostene blev der udtaget prover fra melk og ost til mikrobiologisk
analyse. Proveudtagningstidspunkterne fremgér af tabel 8-2.

Tabel 7-2 oversigt over preveudtag

Produktion 1  Produktion 2

Dato Dag Dato Dag |Dato Dag |Dato Dag
Melk 4/9-02 0 9/12-02 0* | 19/5-03| 0 | 22/10-03| O
Melk + starterkultur 19/5-03| 0 | 22/10-03| O
Frisk ost 6/9-02 2" | 10/12-02) 1* | 21/5-03| 2 | 24/10-03| 2
Ost 16/9-02 12* | 19/12-02| 10* | 28/5-03| 9 10/11-03| 19
Ost 24/9-02 20* | 26/12-02) 17* | 4/6-03| 16 | 24/11-03| 33
Ost 14/10-02 40* 8/1-03 30* | 18/6-03| 30 5/12-03| 44
Ost 15/1-03, 37 2/7-03| 44 | 16/12-03| 55
Ost 22/1-03) 43*

* udtaget af 5-15 isolater, som blev analyseret med ITS-PCR

7.2.1 Prgveudtagning

Preveudtagning
Ved hvert proveudtagningstidspunkt blev der tilfeldigt

udtaget to pasteuriserede og to rdimalksoste. I produktion 2

og 3 blev der yderligere udtaget to af hver, som blev
frosset ved -20°C. Fra hver ost blev der sterilt
udtaget 10 g ost fra midten, dvs. uden skorpe

(Figur 7-4). Praverne blev afvejet i en stomacher-
pose (Filterbags model 400, Seward, London,
England), og dernast tilsat 90 ml FKP-vand (fysiologisk
kogsaltoplasning (0,9%) med 0,1 % pepton).

Preverne blev homogeniseret i en Stomacher
(Stomacher 400, Seward, London, England),

ved max. hastighed i 2-120 sek. Efter homogenisering
blev preverne fortyndet i tifold op til 10

med FKP, og der blev foretaget overfladeudsad

med 0,1 ml pa de forskellige medier (Tabel 7-3).

I produktion 4 blev disse analyser foretaget af Joan Voss
Hansen.

==
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=

! Skorpe
i
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Figur 7-4 Udtagning af prever

ost

Stomacher
pose

, Lene Gertman og Tina Beck
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7.2.2 Medier

Forskellige medier

Til detektion af de forskellige typer bakterier blev anvendt forskellige agarer. I Tabel 7-3 ses

hvilke samt deres inkubationsvilkar.

Der blev foretaget nogle enkelte justeringer fra produktion til produktion, f.eks. blev MRS’s
pH sa@nket fra 6,5 til 5,5, og inkubationstemperaturen havet fra 30°C til 37°C, begge dele for
at gore mediet mere selektivt overfor Lactobacillus spp.

I medierne til at detektere patogene bakterier blev der mellem forste og anden produktion

tilvalgt medierne Baird Parker og EMB. Temperaturen for VRBA blev hevet fra 37°C til

44°C for at gere mediet mere selektivt overfor faekale coliforme bakterier, da de coliforme

bakterier burde vaere at finde pd EMB.

Tabel 7-3 Forskellige medier og deres inkubationsvilkér i de fire produktioner.

Medier
Indholdet kan ses i
appendiks F

g
]
=
=
)
Qo
<
=W

Produktion

1

3

PCA - mzlk

M17

MRS

MRS - pH 5,5
Rogosa - HCI
Rogosa - eddikesyre
VRBA (37°C)
VRBA (44°C)

XLD

Slanetz

Baird Parker
(Aggeblomme)
EMB agar =
Oxford X
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" Ved disse proveudtag blev der udtaget isolater, som blev analyseret med ITS-PCR

7.2.3 Isolering og rendyrkning

Produktion

DK KRR R K K R K )R

OL), % = 'g E 2
& S €82 %
L < 5
Bakterie malgruppe S 2 2 g E o)
Mesofile bakterier 30 2 W
Lactococcus spp. 30 1 A
Lactobacillus spp 30 3 N y
Lactobacillus spp 37 3 N S
Lactobacillus spp 30 5 S Y
Lactobacillus spp 30 5 S \
Coliforme 37 2 A V
Fakale coliforme 4 2 A N
Salmonella spp. 35 2 A N
Enterococcus spp 35 \ Y
Staphylococcus aureus B2y N
Enterobacteriaceae 35 2 A N A
Listeria spp 35 2 A N

I Produktion 1 og 2, blev 5 til 15 kolonier fra hvert af medierne M17, PCA, MRS og Rogosa-

HCL, rendyrket to gange pé samme type agar, som den stammede fra. Kolonierne blev
udtaget tilfeeldigt, dog blev specielle kolonier valgt. Renkulturerne blev frosset ned i

eppendorfrer med frysesubstrat (Appendiks F) til ITS-PCR.
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7.2.4 ITS-PCR
ITS-PCR blev brugt til at gruppere renkulturerne.

Oprensning af DNA

En 24-48 timer gammel kultur blev koncentreret ved centrifugering i 3 min. ved 10.000 rpm.
Derefter blev cellerne vasket med TE buffer for at undgé inhiberende stoffer i PCR-
reaktionen. Vaskningen foregik ved at genoplese pellet i 1000 ul TE buffer, og centrifugere
blandingen endnu engang ved 10.000 rpm 3 min. for pellet blev genoplest i 200 ul TE buffer.
Derefter tilsattes ca. 0,4 g glaskugler (106 microns glassbeads, G-4649, Sigma) og
blandingen rystedes 1 245 sek. pa en fastprep (fastprep FP120 Savant, Holbrook, USA),
hvorved cellerne blev knust. Cellerne blev kelet pd is for, mellem og efter rystningerne.

Amplificering og primer
1 pl DNA tilsattes 49 ul ”ITS-amplificering-mix” i et lille eppendorfrer.

Amplificeringen udfertes pa en Trio 48 Thermoblock (Biometra, Gottingen, Tyskland) efter
programmet gengivet i Tabel 7-4

Primer 16S-1500 Forward (5'-AAG TCC TAA CAA GGT-3") DNA technology, DK
Primer 23S-32 Revers (5'-GCC ARG GCA TGG ACC-3") DNA technology, DK

Tabel 7-4 PCR program til ITS-PCR

PCR program til ITS-PCR

Trin  Temperatur Tid Gentagelser
Initial denaturering 1 94 °C 5 min.
Denaturering 2 94 °C 30 sek.
Annealing 3 48 °C 30 sek. () Gentages 9 gange
Extension 4 72 °C 30 sek.
Denaturering 5 94 °C 30 sek.
Annealing 6 55°C 30 sek. () Gentages 9 gange
Extension 7 72 °C 30 sek.
Final extension 8 72 °C 7 min.

Gelelektroforese

Til gelelektroforesen blev brugt en agarosegel (1,5 % agarose Seakem GTG og TAE buffer),
som blev smeltet i mikroovn ved 900 W, 2¢1 min., hvorefter gelen blev kelet til 50°C og
tilsat ethidium bromid (0,5 mg/l). Gelen blev stebt med 2+20 brendes kamme og sterknede i
mindst 30 min. [ hver side af gelerne blev en marker (GeneRuler 50 bp DNA Ladder
Fermentas) pésat. Praverne blev blandet med loading buffer (10 ul DNA + 2 pl loading
buffer) og pdsat gelerne. Praverne vandrede 1 time ved 80 V, hvorefter gelerne blev
fotograferet med et polaorid kamera med redt filter ved UV-belysning.
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7.2.5 Sekventering

Oprensning af DNA

Nér DNAet blev oprenset fra en renkultur, blev den i afsnit 7.2.4 beskrevne metode benyttet.
Amplificering

2 ul DNA blev tilsat 98 pl "DGGE-amplificering-mix™ i et lille eppendorfror.
Amplificeringen blev udfert pa en Trio 48 Thermoblock (Biometra, Gottingen, Tyskland)

efter programmet gengivet i Tabel 7-5.

Til sekventeringen blev brugt folgerne primere (DNA Technology, DK):
U968gc forward (5'-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG

GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3")
L1401 revers  (5-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3")

Tabel 7-5 PCR program til sekventering

PCR program til sekventering

Trin Temperatur Tid Gentagelser
Initial denaturering 1 94 °C 3 min.
Denaturering 2 94 °C 30 sek.
Annealing 3 56 °C 30 sek. (] Gentages 29 gange
Extension 4 72 °C 30 sek.
Final extension 5 72 °C 7 min.

Gelelektroforese
Amplificeringen blev tjekket pa en agarose-gel efter samme forskrift som i afsnit 7.2.4
Rensning af DNA med QIAquick® kit (QIAgen GmbH, Tyskland)

90 ul PCR-produkt + 450 ul PB-buffer || centrifugeres ved 13.000 G.
placeres pd membranen 1 60 sekunder

750 ul PE-buffer tilsettes kolonnen (__J\—> Eluatet smides vack

centrifugeres ved 13.000 G.
1 60 sekunder

Membranindsatsen med DNAet sattes i
et sterilt eppendorfror,

og der tilsattes 30 pl sterilt "Milli Q”
vand

centrifugeres ved 13.000 G.
1 60 sekunder

N/ 1

DNAet er 1 eluatet

Figur 7-5 Diagram over oprensning af DNA

46



Materialer og metoder Mikrobiologiske og kemiske forandringer i redkitost
af mikroorganismer i ost — fremstillet af ra og pasteuriseret malk

Amplificering

Forst amplificering af DNAet til sekventeringen (se ITS-PCR). Ud fra den gelelektroforese,
hvor renheden og koncentrationen blev tjekket, vurderes det subjektivt, om der var sterke
eller svage band. Ud fra denne vurdering blev enten et steerkbandsmix plus 1 pul DNA eller
svagbandsmix plus 1,5 ul DNA valgt. Til denne amplificering blev en af de to primere,
U968gc eller L1401 revers valgt og DNA-fragmenterne blev dannet ud fra programmet i
Tabel 7-6.

Tabel 7-6 PCR program til amplificering af sekventeringsoplesning

PCR program
Trin Temperatur Tid Gentagelser
Initial denaturering 1 96 °C 1 sek.
Denaturering 2 96 °C 20 sek. ‘) Gentages 29 gange
Annealing og extension 4 50°C 20 sek.
Final extension 5 60 °C 4 min.
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Ethanol faeldning

Sekventeringsoplesning med DNA-fragmenterne

Tilseet stopsolution samt 1 pl glykogen

blandes grundigt

Tilsaet 60 pl 96% ethanol (-20°C)

Centrifugeres 14.000 rpm,
4°C1 15 min.

=

) Centrifugeres 14.000 rpm,
Tilseet 60 ul 70% ethanol (-20°C) 4°Ci 15 min.

e

Tilsaet 60 pl 70% ethanol (-20°C)

A

Supernatanten smides vak

A ,
Y

DNAet torrer under lampe | Supernatanten smides vak

120-25 min.

,,U%;

Genopleses 1 sample loading solution

20 pl preve overfores til
Ceq 6000 maskinen

A

Kurverne ”Blastes” pa Internettet

Néar DNA stykkerne var blevet ethanolfzldet blev de ”Blastet” pd Internettet, hvilket vil sige
at DNA-koden blev sammenlignet med DNA-stykker fra kendte bakterier.

7.3 Kemiske analyser

Der blev foretaget en raekke kemiske mélinger pa ostene. Disse malinger er foretaget under
ledelse af Jacob Holm Nielsen pa DJF (Danmarks Jordbrugsforskning, Afdelingen for
animalske fadevarer), nogle af analyserne er foretaget af Steins laboratorier.

7.3.1 pH

pH blev mél under produktionen og under modningen. Malingerne under produktion blev i
forste og anden produktion fortaget med et indstiks-pH-meter (Knick pH portamess 751
Elektronische Messgeridte GmbH, Berlin, Tyskland med en indstiksprobe Hamilton double
pore "/x 238'400), i tredje og fjerde produktion blev der benyttet en ”Microlog til Excel” til at
logge pH. Fra ostene var fyldt i forme (efter 4-5 timer) og til ca. 12 timer efter
produktionsstart, blev pH-malingerne foretaget under transporten fra Jylland til KVL.
Temperatur- og luftfugtighedsforhold blev forsegt afstemt med forholdene pa mejeriet
(ostene blev transporteret i en flamingokasse med varmt vand i bunden), men det er ikke
sikkert, at de oste, der blev pd mejeriet, og de oste, hvorpé syrningen blev mélt, har veret
igennem ngjagtig samme forlob.

I den forste produktion var det Steins, der malte pH under modningen. I produktion 2, 3 og 4
blev mélingerne efter 7 dage foretaget af DJF. De oste, hvorpa malingerne blev foretaget,
havde veret opbevaret pa samme made som de resterende oste pa mejeriet.

48



Materialer og metoder Mikrobiologiske og kemiske forandringer i redkitost
af mikroorganismer i ost — fremstillet af ra og pasteuriseret malk

pH 1 ostene blev pd DJF malt ved hjelp af indstiks-pH-meter. Ved hvert preveudtag blev pH
malt i fem oste.

7.3.2 Vand i fedtfri ost

Mangden af vand i den fedtfri ostemasse blev malt af Steins Laboratorium efter forskrifterne
beskrevet 1 IDF 4A:1982 (Anonym 1982).

7.3.3 Fedt

Mzangden af fedt i ostene blev malt af Steins Laboratorium efter Van Guliks metode, som er
beskrevet 1 ISO 3433:1975 (Anonym 1975).

7.3.4 Salt

Saltprocenten blev malt af Steins Laboratorium, efter IDF 88A:1988, og angives i procent
salt af totalvaeegten (Anonym 1988).

7.3.5 D- og L-meaelkesyre

I Produktion 1 og 2 blev der af Steins Laboratorium mélt D- og L-malkesyre ved hjlp af
Boehringer Mannheims kit.

7.3.6 Sensorisk bedgmmelse

I Produktion 1 blev der to gange foretaget en triangel test (Meilgaard, Civille & Carr, 1999).
Da det ikke i Danmark er tilladt at fremstille blede oste af ra malk, blev testpersonerne gjort
opmarksom pa at det var forbundet med en risiko for fodevareforgiftning og pé eget ansvar
at deltage. Forste test blev udfert da ostene var 19 dage gamle og efter mejeriets oplysning
klar til salg. Testen blev foretaget af en lille gruppe (11 personer) bestaende af personale og
studerende tilknyttet sektion for Fodevaremikrobiologi ved MLI. Anden gang var efter 32
dage hvor ostene var meget modne. Testpanelet bestod af nogle af personerne fra forste
smagning samt studerende fra kurset "Mikrobiologiske aspekter af
levnedsmiddelkonservering og kvalitetssikring” (i alt 18 personer).

Sammen med triangeltestene blev forsegspersonerne bedt om at beskrive de smagsattributter,
som gjorde, at de kunne smage forskel. Forsagspersonerne blev ikke trenet 1 at beskrive
smag (spergeskemaet er vellagt som appendiks E).

I Produktion 2, 3 og 4 blev ostene visuelt bedomt. For at beskrive forskellene blev ostene
frosset ned, og efter afslutning af forseget blev alle ostene opteet. Ostene blev skéret over pa
midten og overfladen blev fotograferet med et kodak digitalkamera. Ostene blev lagt med
skaerefladen nedad pd en HP flatbed scanner.

7.4 Dataanalyse
Der blev udfert statistik pa udvalgte resultater (SAS Institute, USA)(appendiks H)

7.4.1 Beregning af CFU

Kolonidannende bakterier pr. g (CFU pr. g, Colony Forming Units pr. g), blev beregnet efter
folgende formel:

z (antal, + antal )
z (fortyndning, + fortyndning )

D (39+7) 46
D (1107 +1-10°)  1,1-107

CFU =

f.eks. CFU = =4,2-10°
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7.4.2 PCA analyse

Princippet ved PCA (Principal Component Analysis)(Hotelling, 1933; Wold e tal., 1987) er,
at rd data (matrix X) bliver opdelt i en “’strukturel del” og en  stgjdel”, hvor matrixen X
bestar af n objekter og p variabel (n ¢ p). [ PCA modellen bliver matrixen X oplest til en
score matrix (T) og en loading matrix (P). resitualerne bliver samlet i en matrix (E) som har
samme dimension som matrixen (X).

Dette giver formelen:

X = T+P" + E = “strukturel del” + “stojdel”

Ved hjelp af PCA bliver de store variationer — som indeholder mest information — i matrixen
X beskrevet. Den forste PC (Principal Component) beskriver de sterste variationer i data og
den anden PC de neststorste osv.

Hvis scores og loadings plottes i samme diagram (Bi-plot), sa vil objekterne ligge tet ved de
variable, hvor de har en hgj score, og langt fra de variable hvor de har en lav score. Bi-plottet
kan p& denne made bidrage til forstaelse af forskellene mellem objekterne (Engelsen &
Norgaard, 1996; Wold e tal., 1987).
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8 Resultater og deldiskussion

8.1 Symboler og koder

For at gere resultaterne nemmere at leese, er der i dette afsnit benyttet samme farvekoder som
tidligere og desuden en rekke forkortelser.

forseg | farve forkortelser ' linier forkortelser = linier

nr. pasteuriseret = pasteuriseret ra maelk rd meelk

1 P1 Ul

2 P A S
3 P3 sannnnnnns | U3 —
4 P4 senannnnns | U4 —

I sgjlediagrammerne er proverne fra den rd meelk farvede og med sort kant, mens proverne
fra den pasteuriserede meelk er i forgrunden, uden farve og med hvid kant. Pa Figur 8-1 ses
hvordan vardierne i Tabel 8-1 ville se ud i et 3D diagram, samt hvordan de ser ud i denne
rapport.

Tabel 8-1 tal til eksemplet i figur 8-1

Produktion 1
Pasteuriseret 3 2 1 2
R4 mealk 1 2 3 4

Rémeelk 1 ) 3 4
Past.
B

Figur 8-1 Eksempel pa et sgjlediagram over tallene i tabel 9-1 som de ville se ud i et 3d diagram
(A) og som de vil se ud i denne rapport (B)
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8.2 Farste produktion

Forsag 1 foregik om efteréret (04/09 02 til 14/10 02), og malken til denne produktion kom
fra koer, der havde gaet ude hele sommeren. Mejeriet havde afsluttet den daglige produktion,
da fremstillingen af forsegsostene blev pabegyndt, hvilket vil sige, at osteriet allerede havde
veret 1 gang 1 4-5 timer. Mejeriet og ostekarrene blev rengjort og overhaldt med
desinficerende middel inden produktionen af forsegsostene. Den hygiejniske standard blev
vurderet som rimelig, dog blev egenkontrolprogrammet ikke fuldt med hensyn til skift af tej
og fodtej mellem gard- og mejerimiljo.

Ostene, der blev fremstillet 1 forseg 1, blev halveret inden saltning. De blev kun ca. 2 cm
hgje for at ligne dem, som osteriet normalt fremstiller. Ostene, is&r de pasteuriserede, blev
meget hurtigt modne og fyldende i midten.

8.2.1 Sensorisk bedgmmelse

Triangeltestene 1 forste produktion viste et signifikansniveau pd henholdsvis 70 og 90%
(Tabel 8-2), hvilket er hejt, nar det tages 1 betragtning, at der kun var henholdsvis 11 og 18
testpersoner. I en triangeltest ville 33% ramme rigtigt, hvis alle gaettede

Tabel 8-2 Resultater fra de to triangeltests i forste produktion

Forseg  Ostens Antal Rigtige Signifikansniveau
alder testpersoner besvarelser

1 19 dage 11 5 (45%) 70 %

2 dage 18 10 (56%) 90 %

Testpersonerne blev ogsa stillet spergsmél om smagsattributter. Svarene var meget blandede,
men ramelksostene blev dog fundet mindre ammoniakede 1 smagen end de pasteuriserede
oste.
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8.2.2 Kemiske data — fgrste produktion

I den ra meelk og den pasteuriserede malk var der samme mangde protein og fedt, hvilket
ogsé var forventet. Der var lidt mere vand 1 fedtfri ost (VFFO) i1 den pasteuriserede ost (Tabel
8-3) Tilsvarende er blevet observeret i flere undersegelser, dog aldrig statistisk signifikant
(Grappin & Beuvier, 1997).

Der blev fundet forskellige niveauer af D- og L-malkesyre, desverre kendes usikkerheden
ikke, sé det vides ikke, om forskellen mellem ramalksoste og pasteuriserede oste var
signifikant eller tilfeldig.

Den tilsatte mengde salt skulle vare ca. 2 % af ostens vagt. Begge oste var pa ca. 1,8 %,
hvilket altsd var lidt i underkanten.

Tabel 8-3 Kemiske data fra ferste produktion

Dag Ra Past Note

Protein (%) 0 3,5 3,5 Meelk
Fedt (%) 0 3,79 3,83 Melk

7 26,1 25,7 Frisk ost

57 31,5 29,3 Meget moden ost
Vand (%) 7 50,2 48,6 Frisk ost

57 42,1 47,3 Meget moden ost
Vand i fedtfri ost (%) 7 67,9 65,5 Frisk ost

57 61,5 66,9 Meget moden ost
D-melkesyre (%) 57 0,01 0,01 Meget moden ost
L-malkesyre (%) 57 0,03 0,06 Meget moden ost
Salt (%) 7 1,8 1,8 Frisk ost

Efter 24 timer var ingen af ostene kommet under pH 5 (Tabel 8-4). Ifolge databladet fra Chr.
Hansen A/S (Appendiks E) kommer starterkulturen i malk under pH 5 efter max 17 timer.
Efter 48 timer var begge oste under pH 5 og efter 8 dage var pH igen pa vej op, og ndede ca.
6,7 efter 27 dage. Der var ikke sa stor en forskel pé de to typer oste, dog var rdmalksostene
lidt hejere i pH efter 16 dage, hvilket passer godt med at de ogsa blev fundet mere modne.

Tabel 8-4 pH malinger fra forste produktion. Malingerne blev foretaget af undertegnede, DJF" og
Steins’.

Tid fra start Ra Pasteuriseret Note
pH Temp. (°C) pH Temp. (°C)
0:00 Timer 6,63 31,2 6,54 31,5 Malk
2:07 Timer 6,56 29,6 6,57 29.4 Lobetilsetning
3:38 Timer 6,58 28,4 6,55 28,0 Skering
4:41 Timer 6,52 27,9 6,50 27,7 Ostemassen i form
24:00 Timer 5,19 Ca20 5,30 Ca20 Frisk ost
48:00 Timer 4,92 Ca20 4,98 Ca20 Frisk ost
8 Dage* 528+0,02 16—8 5,55+0,04 16—8 Frisk ost
16 Dage’ 6,27+0,29 8—4 598+0,06 8—4 Spiseklar
27 Dage* 6,73+0,42 Ca4 6,67+0,21 Ca4 Meget moden ost
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8.2.3 Mikroorganismer i meelken — fgrste produktion

I melken fra forste produktion blev der ikke fundet ret hgje niveauer af bakterier, i Figur 8-2
ses, at det hejeste niveau er pA M17, hvor der blev fundet 10* CFU pr. ml. Antallet af
Enterobacteriaceae, som blev fundet pA VRBA og XLD er under 10> CFU pr. ml. for den ra
melk og det var ikke muligt at finde nogle bakterier pA VRBA og XLD fra den
pasteuriserede malk. Dette tages som udtryk for, at pasteuriseringen har reduceret det i
forvejen kendte antal bakterier. Pa Slanetz (kort for Slanetz & Bartley medium) blev der
fundet under 10> CFU pr. ml. i den rimalk og ingen i den pasteuriserede malk, si
Enterokokkerne er blevet inaktiveret ved pasteuriseringen. Det var kun muligt at finde
bakterier fra den pasteuriserede maelk pd medierne M17 og PCA, hvilket kan skyldes en
forurening med melkesyrebakterier eller mikrokokker. Nogle mikrokokker vil kunne
overleve pasteuriseringen, men det er bemarkelsesvardigt, var er det samme antal i den ra
malk som i den pasteuriserede malk. Der burde ogsa vare Lactobacillus spp. der kunne
overleve pasteuriseringen, men det var ikke muligt at finde nogle bakterier p4 MRS eller
Rogosa fra den pasteuriserede melk.

Melk

log CFU
pr. ml

N Wk~ 01O

M17

MRS EZe

Der blev ikke fundet nogen bakterier ved
laveste fortynding

PCA [

Rogosa IE=®

VRBA@G37°0)

Figur 8-2 Diagram over antallet af bakterier i ra mzlk og i
den pasteuriserede malk fra forste produktion

XLD IE=e
Slanetz IEa®
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8.2.4 Mikroorganismer i ostene — fgrste produktion

M17 er en ikke-selektiv agar, hvorpd der hovedsagligt kan gro malkesyrebakterier. MRS og
Rogosa-HCL var taenkt til at pavise eventuelle Lactobacillus spp, men da starterkulturen
(Lactococcus) var meget dominerende, er den det eneste, der ses pa disse to agarer. Dette til
trods for, at disse medier inkuberedes anaerobt og i tre dage, modsat M 17 der inkuberedes
aerobt og kun i et degn. PCA var teenkt som en generel agar til at vise eventuelle skift i
bakteriesammensatningen i lebet af ostens levetid. Ogsa denne viser kun starterkulturen.

I ostene var antallet af melkesyrebakterier stort set konstant pd alle medier (Figur 8-3 A),
flere blev fundet i ramelksostene end i ostene af pasteuriseret malk.

Pé& medierne til de patogene bakterier var det kun fra den friske rdmalksost, at det pa Slanetz

var muligt at finde over 10° CFU pr. g. (Figur 8-3 B). Farst efter 20 dage blev der fundet over
10* CFU pr. g i ostene fremstillet af pasteuriseret melk. Efter 40 dage var begge ostetyper pa
ca. 10° CFU pr. g., hvilket ikke skulle give anledning til smagsandringer.

log CFU pr. g. log CFU pr. g.
10 10

N W b~ O O N 00 ©

9
8
7
6
S i ———— e
4
3
2 e e
_10 R 20 _30 Rédage 40 BO 10 R 20 i ;i{a;ige 40
Past PCA —— ' Past VRBA (37°C) Past Slanetz __ ' Past
e R3 Rogosa ===  R& XLD = RA
Past == ! Past == | Past

Figur 8-3 A og B Diagrammer over antallet af bakterier i ostene fremstillet af ra og pasteuriseret malk fra forste
produktion. A viser medierne beregnet til maelkesyrebakterier og B viser medierne til de patogene bakterier.
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8.3 Anden produktion

Produktion nummer to foregik 1 december (09/12 02 til 22/01 03), hvor keerne var inde 1
stalden og fik ensilage som foder. Modsat forseg 1 og 3 var undertegnede ikke med ved
fremstillingen af disse oste, men Tina Beck Hansen og Majbrit Wige Dahl fra KVL var
tilstede. Den generelle hygiejne var meget mangelfuld, og bade dyr og staldmilje var synligt
beskidt, hvilket er svert at undgé om vinteren, nér dyrene gér tet sammen inde 1 stalden.

I en undersggelse, hvor rd malk fra en reekke gérde i Camembert regionen blev observeret i
en 6 maneders periode, blev der kun fundet Listeria monocytogenes om vinteren
(Desmasures, Bazin & Gueguen, 1997). En anden undersegelse, som fulgte fire garde i to ar
viste, at to af gdrdene havde et signifikant lavere antal malkesyrebakterier i malken om
sommeren, som ikke kunne forklares med klimatiske forhold (Desmasures & Gueguen,
1997).

I mejeriet var der travlt med at fremstille oste til julehandlen, og de havde veret i gang 5-6
timer for forsggsostene blev fremstillet. Ogsé hygiejnen i mejeriet led under juletravlheden,
og var ikke pad samme niveau som i forste forseg. Ostene blev ikke flekket som i forseg 1, og
var derfor 4-5 cm hgje. Dette skyldtes, at iseer DJF havde haft problemer med de flade oste
fra forste runde. For at gare vilkarene pa KVL og DJF mere ens, blev alle ostene i forseg 2
pakket i traefustager.

I anden produktion blev der fundet mange Staphylococcus aureus suspekte bakterier i de
pasteuriserede oste, og det var derfor ikke forsvarligt at lade folk smage pa disse oste. I stedet
for triangeltests blev ostene visuelt bedemt, scannet (Figur 8-4A) og fotograferet (Figur
8-4B).

|I---- '.. o - - .'- .'.I £ : . '.:r
; 1 -
B it ’ z.__Past237 | R4 2,37 *

Past 2,17

s = e — Rﬁz 10 LS

Ra 2,01 Past 2,01 B R& 2,01 Past 2,01

Figur 8-4 A og B. Pa planche A ses snitfladen af ostene, nederst de to hvide friske oste. Tallet efter kommaet er antal dage
efter produktionen. Allerede efter 10 dage kan det ses, at den pasteuriserede ost er mere ”flydende” end den, fremstillet af
ramelk. Det er sveert at se pa planche B, men ogsa pa overfladen fik de pasteuriserede oste hurtigere et mere gammel-
oste-udseende”.
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Modningen var markant hurtigere 1 de pasteuriserede oste end i ostene fremstillet af den ra
malk. Hvor den hédrdere kerne i midten hurtigt forsvandt i de pasteuriserede oste, forblev
kernen fast i rdmaelksostene til efter 30 dage. Det er svert at se pa Figur 8-4A, men pé
réimalksostene Ra 2,10 og Ra 2,30 kan skimtes en lys kerne og desuden er hullerne ikke
ligesé udflydende, som i de pasteuriserede oste.

8.3.1 Kemiske data —anden produktion

Protein-indholdet var det samme bade 1 den rd malk og i den pasteuriserede melk (Tabel
8-5), derimod var antallet af friefedtsyrer det dobbelte 1 den ra maelk. Det har ikke veret
muligt at finde en logisk forklaring pé dette, ligesom det heller ikke vides, hvor leenge
malken stod for den blev analyseret.

I ostene der var 44 dage gamle — hvilket vil vaere over sidste salgsdag — blev der fundet mere
D-malkesyre 1 ramalksostene (Tabel 8-5), dog er standardafvigelsen sa stor, at denne forskel
ikke er signifikant. Men et storre indhold af D-malkesyre vil vere tegn pa en gget aktivitet af
eksempelvis Leuconostoc spp. eller Lactobacillus spp., hvilket stemmer med tesen om gget
diversitet i rimelksostene.

De meget modne oste (41 dage) havde et lidt hegjere indhold af VFFO 1 ostene fremstillet af
pasteuriseret malk end i ramaelksostene (Tabel 8-5), hvilket er ligesom Grappin & Beuvier
(1997) beskriver.

Selvom der skulle vere 2 % salt i ostene, blev der i anden produktion kun fundet 0,43 og
0,15% 1 henholdsvis ramalksostene og ostene fremstillet af pasteuriseret melk. Dette lave
saltindhold kan have flere drsager: Man kan have glemt at salte ostene, ostene er blevet for
hgje til at salten kan diffundere ind 1 ostene eller den overskydende salt er blevet skyllet vaek
ved tilszttelse af overfladekulturen.. Dette vil have afgerende betydning for
overfladekulturens udvikling (afsnit 5,2), samt for hemningen af patogene bakterier.

Tabel 8-5 Kemiske data fra anden produktion. Malingerne blev foretaget af DJF og Steins. Tallet

i tabellen er beregnet som gennemsnit af malinger fra fem oste, og hvor det er muligt
er der givet en standardafvigelse.

Dag  Ra Past Note
Protein (%) 032 3,2 Malk
Friefedtsyre (mg/g fedt) 0 58 3,2 Melk
Fedt (%) 0 42 4,0 Melk
3294+04 28,3+0,2 Frisk ost
41 | 30,6 £ 0,6 30,3+0,8 Meget moden ost
D-malkesyre (%) 41 1 0,29+0,15 | 0,08+0,06 | Meget moden ost
L-melkesyre (%) 41 1 0,06 0,09 | 0,01 £0,00 | Meget moden ost
Vand (%) 3146,8+0,8 473+09 Frisk ost
41 1 479+1,1 48,7+ 1,3 Meget moden ost
Vand 1 fedtfri ost (%) 31664+0,8 659+1,1 Frisk ost
41 1 69,0+ 1,1 69,8 +1,1 Meget moden ost
Salt (%) 31043+0,24 |0,15+0,00 | Frisk ost
41 1 0,66 +0,12 | 0,25+0,09 | Meget moden ost
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Syrningen foregik meget langsomt i anden produktion (Tabel 8-6), og ostene fremstillet af
den pasteuriserede melk kom ikke under pH 5. Forst efter 51 timer ndede ostene et minimum
pa 5,24, hvorfor mé denne produktion mé betragtes som fejlsyrnet.

Rémalksostene var leengere tid om at komme op i pH end ostene fremstillet af pasteuriseret
melk, hvilket svarer til, hvad der blev bemerket med hensyn til modning, idet ostene
fremstillet af pasteuriseret mealk blev hurtigere blade end rdmalksostene.

Tabel 8-6 pH malinger fra ferste produktion. Milingerne blev foretaget af Tina Beck Hansen”, Majbrit
Wige Dahl” fra KVL og DJF".

0:00 Timer" 6,59 324 6,58 32,8 Melk
2:07 Timer” 6,56 28,9 6,57 29.4 Lebetilsatning
3:38 Timer” 6,56 28,1 6,54 28,5 Skeering
4:41 Timer” 6,54 26,0 6,51 26,4 Ostemassen i form
24:00 Timer” 5,45 Ca 20 5,93 Ca 20 Frisk ost
48:00 Timer” 4,93 Ca 20 5,43 Ca20 Frisk ost
18 Dage* 5,3+0,2 16—8 5,6 0,1 16—8 Frisk ost
29 Dage* | 5,8 +0,2 8—4 6,3+0,3 8—4 Spiseklar
37 Dage* 6,1 £0,1 Ca4 6,9+ 0,1 Ca4 Moden ost
43 Dage* 7,2+0,3 Ca4 6,6 0,2 Ca4 Meget moden ost

I anden produktion var der et hgjere plasminniveau i de pasteuriserede oste (Figur 8-5).
Niveauet af plasminogen var hgjere i rdimalksostene, men hvis mangden af plasmin og
plasminogen laegges sammen, var niveauet det samme i de to typer oste. Dette resultat
stemmer godt overens med teorien om, at den inhibitor, som hindrer aktivatoren i at omdanne
plasminogen til plasmin, bliver odelagt under pasteuriseringen (Grappin & Beuvier, 1997).
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Figur 8-5 Indholdet af plasmin, plasminogen
samt summen af plaminogen og plasmin i
ostene fra anden produktion
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8.3.2 Mikroorganismer i meelken —anden produktion

I anden produktion var antallet af malkesyrebakterier pA M17 det samme i den rd melk som
i den pasteuriserede melk (Figur 8-6). I den ra maelk blev der fundet 10* CFU pr. ml. af
faecale coliforme pd VRBA ved 44°C. Pa samme agar blev der ikke fundet nogen bakterier 1
proverne fra den pasteuriserede melk. P4 Baird Parker mediet blev der fundet ca. 10> CFU
pr. ml. bade 1 den rd malk og 1 den pasteuriserede malk. P4 medierne XLD og EMB blev der
fundet ca. 10* CFU pr. ml. i den pasteuriserede malk, mens der i den rd maelk blev fundet 10
CFU pr. ml. En sa hej koncentration af Enterobacteriaceae ber ikke kunne forekomme i
pasteuriseret maelk, hvilket tyder pd en kontaminering efter pasteuriseringen. At malken var
pasteuriseret blev eftervist med en negativ fosfatasetest.
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3
2 Der blev ikke fundet nogen bakterier ved
1 laveste fortynding
0 Figur 8-6 Diagram over antallet af bakterier i ra
~un< § o0 58 melk og i den pasteuriserede maelk fra anden
E Qzﬁ 8 S 3 § g0 & produktion
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2 "z
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8.3.3 Mikroorganismer i ostene —anden produktion

Antallet af malkesyrebakterier var omkring 10° CFU pr. g. gennem hele modningsperioden
(Figur 8-7 A), lidt hejere i ramalksostene og lidt lavere i ostene fremstillet af pasteuriseret
malk. Det er derfor ikke sandsynligt, at det skyldes for lille tils@tning af malkesyrebakterier,
at syrningen gik langsomt.

Béde ramelksostene og ostene fremstillet af pasteuriseret melk var pa medierne XLD og
Baird Parker oppe pa 10° CFU pr. g. allerede i de friske oste (2 dage). Dette hgje antal
bakterier mé skyldes den langsomme syrning, eller omvendt kan det heje antal
Enterobacteriaceae have varet skyld i den langsomme syrning. Ved niveauer pa 10° CFU pr
g. og derover kan det ikke udelukkes, at disse bakterier kan give smag til ostene.

log CFU pr. g. log CFU pr. g.
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AO i. . 20 30_. ﬁg dage 50 BO 10_. RéZO 30 .ArOR;age 50

MIT [ | Past PCA || Past VRBA [} Past BP agar [ | Past
MRS === R4 Rogosa === R4 XLD === R& EMB ™ R4

— D Past — D Past — D Past agar — D Past

Figur 8-7 A og B Diagrammer over antallet af bakterier i ostene fremstillet af ra og pasteuriseret mzlk fra anden
produktion. A viser medierne beregnet til malkesyrebakterier og B viser medierne til de patogene bakterier.
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8.4 Tredje produktion

Tredje produktion foregik om fordret (22/05 03 til 02/07 03), keerne var lige kommet pa
grees, og mejeri og staldmilje virkede synligt rent og pant. Ostene blev ligesom i anden
produktion pakket i treefustager med pergamentpapir, men der blev anvendt nogle fustager,
som var lavere end dem fra anden og fjerde produktion. Konsekvensen heraf var, at
cellofanen kom 1 berering med ostene. Modningsmenstret var ligesom 1 forste produktion;
ostene fremstillet af r4 malk modnede hurtigere end ostene fremstillet af pasteuriseret meelk
(Figur 8-8). Der blev ikke foretaget triangeltest af denne produktion, men flere personer
smagte pd ostene. Smagen kunne bedst beskrives som meget uren for begge ostetyper, men
ikke som en staerk, overmodnet ost. De virkede i mundfylde, som om de ikke var
ferdigmodnede, smagen var meget kraftig, men udefinerbar.
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Figur 8-8 A og B Pa planche A ses snitfladen af ostene, nederst de to hvide friske oste. Tallet efter
kommaet er antal dage efter produktionen. Den hvide umodne kerne kan i ostene fremstillet af den
pasteuriserede mzelk ses helt frem til 37 dage efter produktionen. I rimzlkostene var kernen vzek efter 16
dage, men ramzlksostene var ogsa lidt mindre end ostene fremstillet af pasteuriseret mzelk. Planche B
viser ostene set fra siden.

Ostene fra tredje produktion var meget lang tid om at blive blede i midten. I de oste, der var
fremstillet af pasteuriseret malk var der stadig en hard kerne efter 44 dage (Past 3,44 pé
Figur 8-8A), hvorimod kernen var nasten vek i raimalksostene efter 16 dage (Ré& 3,16 pa
Figur 8-8A). Til trods for den harde kerne var ostene fremstillet af pasteuriseret malk meget
flydende efter 37 dage (turkise pile pa Figur 8-8A).
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8.4.1 Kemiske data — tredje produktion

I tredje produktion var der naesten lige meget protein i den ra melk og 1 den pasteuriserede
melk (Tabel 8-7), men der var 20% mere fedt i den rd melk. Det, at der var mindre fedt og
protein (dog kun lidt) i den pasteuriserede melk kunne give en mistanke om, at den
pasteuriserede melk var fortyndet med vand, men i safald skulle forholdet vaere mellem fedt
og protein var det samme i de to typer melk. Fedtindholdet bliver normalt justeret med flade,
men i denne produktion mé der vare sket en fejl, hvilket vil have stor indflydelse pa ostene.
Efter 9 dage bliver der milt mindre fedt i rimalksostene, men da alt fedtet bliver 1
ostemassen kan dette kun ske ved at der er fremstillet mere ost.

100 L maelk med 4,2 % fedt = 4,2 kg fedt —
4,2 kg fedt / 0,27 (27,1% fedt i ostene efter 9 dage) = 15,5 kg ost

Past. malk: 100 L melk med 3,5 % fedt = 3,5 kg fedt —
3,5 kg fedt / 0,31 (31,4% fedt i ostene efter 9 dage) = 11,1 kg ost

Men da der var nasten samme mangde protein 1 de to typer mealk, vil der procentvis vare
mindre protein og mere vand i ramalksostene. Derfor er VFFO ogsé hgjere i rdmaelksostene,
hvilket vil have betydning for modning og givetvis ogsa for vaksten af bakterier, da et oget
vandindhold vil medfere hgjere vandaktivitet.

Den rd melk:

Tabel 8-7 Kemiske data fra tredje produktion. Milingerne er foretaget af DJF og Steins. Tallet i
tabellen er beregnet som gennemsnit af malinger fra fem oste, og hvor det er muligt er
der givet en standardafvigelse.

Dag  R&  Past

Protein (%) 03,4 3,3 Mealk

Fri fedtsyre (mg/g 0l8s 4.3 Melk

fedt) ’ ’

Fedt (%) 04,2 3,5 Mealk

9127,1+0,7 31,4+0,5 Frisk ost

45129,2+0,9 32,3+0,9 Meget moden ost

Vand (%) 91492+0,3 42,5 +0,8 Frisk ost
451469+ 1,4 425+1,3 Meget moden ost

Vand 1 fedtfri ost (%) 9167,5+0,2 61,9+0,8 Frisk ost
451663+ 1,4 62,8+1,1 Meget moden ost

Salt (%) 9(10,41+0,09 |0,33+0,12 | Frisk ost
4510,35+0,16 | 0,24+0,07 | Meget moden ost

Saltindholdet var mellem 0,33 og 0,41 %, hvilket ligesom 1 anden produktion er langt fra de
2% salt som var den gnskede maengde.
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Syrningen foregik meget langsomt i tredje produktion, og ostene fremstillet af pasteuriseret
malk havde forst deres minimum efter 25 dage (tabel 8-8). Forklaringen pa dette skal nok
findes i antallet af melkesyrebakterier (afsnit 8.4.3). Ramalksostene var hurtigst til at stige i
pH, hvilket passer godt med, at ogsa disse oste blev forst modne.

Tabel 8-8 pH malinger fra tredje produktion. Milingerne blev foretaget af undertegnede og DJF .

‘Tidfrastart R&  Pasteuriseret  Note
| | |

0:00 Timer | 6,63 32,0 6,64 31,9 Melk
2:07 Timer | 6,62 30,6 6,64 29,7 Lebetilsatning
3:38 Timer | 6,59 29,9 6,57 28,9 Skeering
4:41 Timer | 6,53 26,0 6,48 26,4 Ostemassen 1 form
24:00 Timer | 5,49 Ca 20 5,29 Ca 20 Frisk ost
48:00 Timer | 5,38 Ca 20 5,17 Ca 20 Frisk ost
16 Dage* 5,47+0,10 | 16—8 492+0,01 |16—8 Frisk ost
25 Dage* 5,81+£0,19 | 8—4 470+0,28 | 8—4 Spiseklar
35 Dage* 6,16+0,41 |Ca4 5,14+0,05 | Ca4 Moden ost
44 Dage* 6,39+0,12 | Ca4 5,56+0,12 | Ca4 Meget moden ost

I tredje produktion (Figur 8-9) var plasminaktiviteten hgjere i raimalksostene, hvilket var
modsat det forventede. Lagges mangden af plasmin og plasminogen sammen er indholdet
hejere 1 den pasteuriserede maelk end i den ra malk, hvilket udelukker eventuelle
spekulationer om at det lave plasminindhold kunne skyldes, at der var tilsat vand til malken
— som ellers blev anfert som arsagen til det lavere proteinindhold i den pasteuriserede malk i
dette forseg (Figur 8-9). Det har ikke veret muligt at finde &rsagen til den egede
plasminaktivitet i rdmalksostene.
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8.4.2 Mikroorganismer i meelken —tredje produktion

Antallet af malkesyrebakterier 1 malken var ikke sd hojt 1 tredje produktion (Figur 8-10),
men der blev fundet 10* CFU pr. ml. pa EMB mediet i proverne fra den ra maelk og 10> CFU

pr. ml. 1 den pasteuriserede malk.
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8.4.3 Mikroorganismer i ostene —tredje produktion

Antallet af mzlkesyrebakterier pA M17 var ca. 10’CFU pr. g. i den friske ost (efter 2 dage),
og kom forst op pa ca. 10° CFU pr. g. efter 10 dage for ramaelksostene og efter 20 dage for
ostene fremstillet af pasteuriseret malk (Figur 8-11A). Dette var sikkert drsagen til, at
antallet af bakterier, der findes pd XLD og EMB var stet stigende i de ferste 20 dage 1 begge
typer oste. Efter 30 dage var antallet af bakterier pa disse to medier oppe pé ca. 10° CFU pr. g
i ramaelksostene og 10’ CFU pr. g. for ostene fremstillet af pasteuriseret melk (Figur 8-11B).
En mulig arsag til den langsomme vakst af malkesyrebakterierne og den heraf folgende
stigning 1 Enterobacteriaceae er, at starterkulturen pa mejeriet blev opbevaret ved -18°C, og
ikke ved de — 45°C som Chr. Hansen A/S foreskriver. Der blev tilsat samme afvejede
maengde starterkultur i alle fire produktioner, men det er tvivilsomt, om den var lige aktiv.
Den starterkultur, som blev brugt, var af typen “frosset-koncentreret”. Ved forste produktion
var kartonen halvt fyldt, ved tredje var den naesten tom. Starterkulturen var ude af fryseren i
ca. 10 min. hver gang, der blev afvejet kultur. Da den samme kultur blev anvendt til mange
af de oste mejeriet fremstillede, kan kulturen altsé jeevnligt have vearet udsat for
temperaturbelastning og derved tabt 1 vitalitet. Dette blev dog ikke tjekket.

log CFU pr. g. log CFU pr. g.
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M17 :E E:st Rogosa :E I;:st VRBA :E E:st BP agar E IF’(:st
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Figur 8-11 A og B Diagrammer over antallet af bakterier i ostene fremstillet af ra og pasteuriseret mzelk fra tredje
produktion. A viser medierne beregnet til malkesyrebakterier og B viser medierne til de patogene bakterier.
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8.5 Fjerde produktion

Den fjerde og sidste produktion foregik om vinteren (22/10 03 til 16/12 03), hvor keerne,
ligesom 1 forseg 2, stod inde og fik ensilage som foder. Mejeriet var lukket, sd der var ingen
anden produktion, og der var synligt rent og paent. Bade ostene fremstillet af r og
pasteuriseret meelk havde i produktion nummer 4 en meget ren smag (neutral). Ostene var
meget lang tid om at modne, og som det kan ses pd Figur 8-12 var der en kerne 1 begge oste
selv efter 44 dage, hvor en ost af denne type, burde have veret flydende. Overfladekulturen
udviklede ingen farve og mindede mere om et lag hvidskimmel.
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Figur 8-12 A og B. A scanninger af snitfladen B Foto af ostene fra fjerde produktion, hvor ostene var
meget lang tid om at modne, selv efter 44 dage var den faste kerne stadig tilbage.
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8.5.1 Kemiske data — fjerde produktion

Proteinindholdet var lidt hejere 1 den rd mealk end i den pasteuriserede melk (Tabel 8-9),
hvilket ma skyldes iblanding af lidt vand i den pasteuriserede malk. VFFO var lidt hejere i
den pasteuriserede malk (ligesom 1 forste produktion).

Saltindholdet var ogsé i denne produktion under halvdelen af de 2% som var ensket.

Tabel 8-9 Kemiske data fra fjerde produktion. Malingerne blev foretaget af DJF og Steins.
Tallet i tabellen er beregnet som gennemsnit af malinger fra fem oste, og hvor det er

muligt er der givet en standardafvigelse.

Dag ‘ Ra ‘ Past ‘ Note ‘
Protein (%) 0 3,5 3.3 Malk
Fri fedtsyre (mg/g 0 4. 53 Melk
fedt) ’ ’
Fedt (%) 0 4,1 3,9 Melk

7 30,0+0,5 28,6 £0,5 Frisk ost

46 336t1,5 31,6 £ 1,5 Meget moden ost
Vand (%) 7 45,1 +£0,9 46,5 £ 0,8 Frisk ost

46 42 7+2,6 46,2+29 Meget moden ost
Vand i fedtfri ost (%) | 7 64,4+0,9 65,3+0,9 Frisk ost

46 64,3+ 2,1 67,4+238 Meget moden ost
Salt (%) 7 0,80+0,23 | 0,74 +0,08 | Frisk ost

Efter 48 timer var pH i begge oste nede pd 5,1 (Tabel 8-10). Efter 35 dage var pH ikke over
5,5, hvilket ville vaere forventet af en skimmelost, men pé billederne af ostene ses det, at der
ikke var ret meget skimmel pa ostene fra fjerde produktion (Figur 8-12). Maske var det
arsagen til den langsomme modning.

Tabel 8-10 pH malinger fra fjerde produktion. Milingerne er foretaget af undertegnede og DJF

 Tid fra start iRé

0:00 Timer | 6,7 344 6,5 33,0 Melk
1:36 Timer | 6,7 31,3 6,5 30,3 Lobe tilsetning
3:04 Timer | 6,5 29,0 6,5 29,9 Skeering
4:30 Timer | 6,4 28,7 6,4 27,5 Ostemassen 1 form
24:00 Timer | 5,1 223 5,4 223 Frisk ost
48:00 Timer | 5,1 20,0 5,1 20,0 Frisk ost
7 Dage* 490+0,11 | 16,0—8,0 490+0,06 | 16,0—8,0 Frisk ost
14 Dage* 490+0,03 | 8,0—4,0 5,04 +0,10 | 8,0—4,0 Spiseklar
21 Dage’k 5,62+0,46 | 4,0 5,71+0,41 | 4,0 Moden ost
28 Dage* 5,56+0,46 | 4,0 525+0,14 |40 Moden ost
35 Dage’k 5,43+0,14 | 4,0 5,44 +0,10 | 4,0 Meget moden ost

67



Resultater og deldiskussion Mikrobiologiske og kemiske forandringer i redkitost
af mikroorganismer i ost — fremstillet af ra og pasteuriseret maelk

Fjerde produktion viste, ligesom anden, et hgjere niveau af plasmin i de pasteuriserede oste,
men plasminaktiviteten var dog generelt lavere i denne produktion.

Plasmin Plasminogen Plasmin og
7000 plasminogen

. Rameelksoste fra fierde produktion

6000
D Oste af pasteuriseret meelk fra fjerde produktion

5000

dA405/min/g. ost

Figur 8-13 Indholdet af plasmin,
plasminogen samt summen af plasmin og
plaminogen i ostene fra fjerde produktion

4000
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19 26 35 42 49 19 26 35 42 49 19 26 35 42 49

Lagringstid i
dage fra
produktionsdag

8.5.2 Mikroorganismer i maelken — fjerde produktion

Den ra maelk fra fjerde produktion havde ca. 10° CFU pr. ml. af malkesyrebakterier, 10°
CFU pr. ml. af Enterobacteriacea og 10° CFU pr. ml. pa Baird Parker (Figur 8-14). I den
pasteuriserede melk blev der kun fundet f& maelkesyrebakterier pA M 17, derudover var det
ikke muligt at finde nogle bakterier. At der ikke er sket en efter-kontaminering i denne
produktion kan skyldes, at der ikke var nogen anden produktion pa mejeriet for og under
denne produktion.

Melk

log CFU
pr.ml 5

4

Der blev ikke fundet nogen bakterier ved
laveste fortynding

Figur 8-14 Diagram over antallet af bakterier i ra meelk
og i den pasteuriserede mzlk fra fjerde produktion
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8.5.3 Mikroorganismer i ostene —fjerde produktion

Antallet af malkesyrebakterier var pé ca. 10° CFU pr. g. under hele modningen (Figur
8-15A). Selvom der ikke blev fundet nogen bakterier pdA BP, EMB og XLD i den

pasteuriserede maelk, s ndede EMB og XLD medierne op pa ca. 10* og 10° CFU pr. g. efter

20 dage (Figur 8-15B).

log CFU pr. g. log CFU pr. g.
10 10

9 9
8 8
7 7
6 6
5 5
4 4
3 3 [
2 2 I S
A0 10 20 30 40 dage 50 Bo 10 20 30 40 ;ig@so
. . X 3
MI7 :E II’{:st PCA :E IF’(:st VRBA :E II’{:st B aar E Past
MRs =l R4 Rogosa ==l R4 xtp =l Ra evMB =l Rd
== [] past == ] past == ] past agar == [ Past

9 Der blev ikke fundet nogen bakterier ved laveste fortynding

Figur 8-15 A og B Diagrammer over antallet af bakterier i ostene fremstillet af ra og pasteuriseret meelk fra fjerde

produktion. A viser medierne beregnet til maelkesyrebakterier og B viser medierne til de patogene bakterier.
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8.6 Sammenligning af de fire produktioner

For at sammenligne de fire produktioner blev der foretaget en multivariat analyse af
bakterietzllingerne fra samtlige medier. En PCA-model i Unscrambler”™ gor det muligt at se,
om der er sker nogle grupperinger pa tvers af medier, malketype, staldforhold, foder eller
produktionsgang. Af bi-plottet over scores og loadings ses nogle opdelinger. Til denne model
er benyttet bakterietellingerne fra melken og ostene efter 2, 20 og 44 dage pd medierne
M17, MRS, Rogosa-HCL, PCA, BP, EMB, XLD og VRBA44. Figur 8-16 viser, at ostene
fremstillet af pasteuriseret malk og ostene fremstillet af ra meelk ligger i et menster over for
hinanden, dette gaelder dog ikke for anden produktion som ligger samlet oppe ved
ramelksostene overst i hgjre hjorne. Dette kan maske forklares med, at der 1 denne
produktion var sket en fejlsyrning. I det folgende afsnit vil nogle at medierne og menstrene

blive gennemgaet.
A e S s Gl

l ] M17 20

. et

PC1
T
06

10 08 06 04 02
RESULT0, X-6x01 47%.20%

Figur 8-16 Bi-plot fra en PCA-analyse (Principal Component Analysis) af bakterietzllingerne pa alle
medier fra de fire produktioner. Der er sket en gruppering efter om der er brugt pasteuriseret maelk
eller ra maelk — med undtagelse af anden produktion.

Produktion 1, 3 og 4 ligger forskudt pa begge sider af den bla streg pa figuren, mens
produktion 2 ligger uden for dette monster. Hvad der eventuelt er skyld i dette monster, og
hvorfor forseg 2 ligger udenfor, kan man finde indikationer pa ved at se, hvor de forskellige
medier er placeret i forhold til preverne. Medierne til malkesyrebakterier ligger oppe i hojre
hjerne, og medierne til de patogene bakterier ligger ogsa til hejre, men lidt lengere nede.
Anden og tredje produktion ligger til hgjre 1 plottet, anden ligger hejt, hvilket skyldes mange
mealkesyrebakterier men ogsd mange bakterier pA XLD, EMBA og BP. Tredje ligger nede
pga. lavt antal malkesyrebakterier og til hgjre fordi der var mange bakterier pa XLLD, EMBA
og VRBA isar til sidst i modningen. Produktionerne 1 og 4 ligger langere til venstre -
proverne fra den pasteuriserede malk mere end proverne fra den rd melk. 1P og 4P var ogsé
de prover, der havde det laveste antal bakterier og den reneste smag. Der er l&engere mellem
4U og 4P end i de andre produktioner, hvilket passer med, at der var stor forskel pa de to
batcher i fjerde produktion.
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8.6.1 Meelkesyrebakterier

Proverne fra maelken er udtaget for starterkulturen blev tilsat, og det kunne forventes, at
ramelksproverne ville have et hgjere indhold af malkesyrebakterier end preverne fra den
pasteuriserede melk. Dette var tilfaeldet i tredje og fjerde produktion, men ikke for proverne
fra forste og anden, som desuden havde et generelt hgjere antal malkesyrebakterier end de
andre. Det, at malkesyrebakterieniveauet var det samme 1 den rd malk som 1 pasteuriseret
melk i forste og anden produktion, kan skyldes to ting, 1) at den pasteuriserede maelk ikke
var blevet pasteuriseret ordentligt eller var blevet iblandet efter pasteuriseringen (dette blev
dog senere modbevist ved en negativ fosfatasetest), eller 2) at den pasteuriserede maelk var
blevet kontamineret med malkerester fra en tidligere produktion, enten 1 rorene eller 1
ostekarret. Sidstnaevnte kunne godt vere tilfeldet, idet den pasteuriserede malk og den ra
melk ligger pd samme niveau, som er hgjere end den rd malk fra tredje og fjerde produktion.
Det er ogsa verd at bemarke, at forskellen mellem rad melk og pasteuriseret maelk var sterst i
den fjerde produktion, hvor der ikke foregik anden produktion, som kunne give anledning til
kontaminering af forsegsmaelken og -ostene.
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Figur 8-17 Antallet af bakterier pa M17, Rogosa, PCA og MRS.
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Fra proverne fra melken til proverne fra den friske ost ses en kraftig stigning 1 antallet af
malkesyrebakterier — op til ca. 10° CFU pr. g - som folge af tilseetning af meelkesyrebakterier
i form af starterkultur. Dette antal stiger dels pa grund af vaekst, men ogsa pa grund af en
koncentrering ved valleaflab, hvor sterstedelen af bakterierne bliver fanget i ostemassen.
Denne koncentrering svarer cirka til en stigning pa 2 log-enheder (Morgan et al., 2001). I
tredje produktion kom antallet af bakterier i den friske ost op pa ca. 10’ CFU pr. g, hvilket
var ca. 1-2 log-enheder lavere, end 1 de ovrige forseg. Der blev tilsat samme afvejede
mangde starterkultur i alle fire produktioner, men det er tvivlsomt, om den var lige aktiv.

Tredje produktion havde en langsommere syrning end de andre forseg, hvilket eventuelt kan
forklares ved den inaktive kultur og dens lavere koncentration. I fjerde produktion blev der
benyttet en ny batch, og udviklingen i malkesyrebakterierne var som i ferste og anden
produktion, hvilket styrker mistanken om en svag starterkultur i tredje produktion.

Pa alle fire medier blev der fundet statistisk signifikant faerre malkesyrebakterier i de oste,
som var fremstillet af pasteuriseret malk. Den gennemsnitlige forskel (A) var for Rogosa-
HC10,31 CFU pr. g. (P<0,02), M17 0,33 CFU pr. g. (P<0,01), PCA 0,52 CFU pr. g. (P<0,01)
og MRS 0,44 CFU pr. g. (P<0,01) (Figur 8-17). Man skulle tro, den ville vare hgjere i osten
af den pasteuriserede melk, idet en reekke enzymer her er inaktiveret og en masse andre
bakterier desuden er blevet neutraliseret af pasteuriseringen. Undersogelser af cheddar og
schweiziske oste har vist, at starterkulturen voksede langsommere 1 rdmalksoste end 1 oste af
pasteuriseret malk (Beuvier et al., 1997; McSweeney et al., 1993).

Det ber n@vnes, at den Rogosa der blev anvendt i1 dette speciale blev pH-justeret med
saltsyre, og ikke med eddikesyre som Oxo0id© anbefaler. Dette er givetvis er arsagen til, at
Lactococcus spp. ikke er blevet hemmet i tilstrekkelig grad. I et forseg udfert af Tina Beck
Hansen blev samme prove inkuberet pa agar bade med og uden tilsat eddikesyre. Disse viste
samme antal af Lactobacillus spp. og Lactococcus spp., men Lactococcus spp. kolonierne var
tydeligt mindre pa den agar, hvor der var benyttet eddikesyre til pH justeringen. Pa plader
med mange Lactobacillus kolonier voksede Lactococcus spp. slet ikke frem (Hansen, 2004).
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8.6.2 Staphylococcus aureus

Baird Parker mediet (BP) er beregnet til at isolere Staphylococcus aureus, men det var kun en
brakdel, som havde den zone, som indikerer, at der var tale om Staph. aureus. Hovedparten
var andre mikrokokker. BP blev ikke anvendt i forste produktion, men i anden, tredje og
fjerde produktion, hvor bakterieniveauet i ramalksproverne var ens i preverne fra anden og
tredje og lidt hejere 1 fjerde produktion. I den pasteuriserede melk blev der fundet et lavt
antal bakterier pa denne agar 1 anden og tredje produktion, mens indholdet i malken fra
fjerde produktion var under detektionsgraensen (<10 CFU pr. g). Dette resultat taler for, at
der er sket en rekontaminering under fremstilling af ostene i1 produktion 2 og 3, men ikke i 4.
I fjerde produktion var der ikke nogen anden produktion pa mejeriet, hvilket kan vaere
arsagen til, at malken ikke blev rekontamineret mellem pasteurisering og ostekar. I praverne
fra de friske oste skete der en vaekst i antallet af bakterier, som dels skyldtes veakst, dels en
koncentrering i ostemassen (Figur 8-18). Denne stigning var sterst i ramalkspreverne samt i
en enkelt pasteuriseret prove. Det drejer sig om 2U, 3U og 2P, hvilket er de samme prover,
som havde en langsom syrning (Figur 8-18). Praverne fra 4U havde samme niveau som de
for omtalte, men havde en hurtig syrning, derfor skyldes det hgje niveau efter 2 dage, at der
var et hgjere udgangspunkt i den rd malk. Denne opgave fokuserer ikke pa de patogene
bakterier, og de bakterier, der blev fundet pd BP havde ikke alle en opklarende ring som
indikerer, at der er tale om Staph. aureus. Det bar dog give anledning til bekymring, at 4 af
de 6 prover efter 2 dage havde et niveau pa ca. 10° CFU pr. g. pa BP.
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Figur 8-18 Antallet af kolonier pa Baird Parker mediet (BP) fra produktion 2, 3 og 4,
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8.6.3 Enterobacteriaceae

De fire produktionsgange folger tre meonstre;

1) I anden produktion var der et meget hejt antal pA XLD mediet 1 proverne fra den
pasteuriserede meelk (Figur 8-19A)., og i den friske ost (2 dage) var bade raimalksostene og
ostene fremstillet af pasteuriseret maelk oppe pa 10° CFU pr. g. Dette tyder p4, at begge
batcher er blevet kontamineret med Enterobacteriaceae under produktionen. Niveauet pa 10°
CFU pr. g. var konstant gennem hele lagringen.

2) I tredje produktion var syrningen langsom, hvilket forarsager en stigning i
Enterobacteriaceae til 10’ CFU pr. g. efter 20 dage (Figur 8-19A). Et niveau af
Enterobacteriaceae pa 10’ CFU pr. g kan givetvis pavirke den sensoriske kvalitet af ostene
og give, hvad nogle kalder, en uren smag. I kad er der fundet tegn p4, at veekst af
malkesyrebakterier og Hafnia alvei sammen forer til gget produktion af putrescin, som er en
biogen amin med en markant lugt (Gram et al., 2002).

3) I forseg 1 og 4 var antallet pA XLD omkring 10* CFU pr. g. Disse oste havde en hurtig
syrning og en begraenset rekontaminering. Det er ogsa i denne sammenhang verd at
bemarke, at der i fjerde produktion ikke foregik anden produktion, og at melken ikke fik lov
at ”forsyrne” uden starterkultur.
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Figur 8-19 A og B. A: Antal bakterier pa XLD mediet.
B: Antal bakterier pA EMBA mediet

P4 EMBA var der - ligesom pad XLD - i forseg 2 et hojere antal bakterier i den pasteuriserede
melk end i den r4 malk. Dette stotter mistanken om en rekontaminering af den
pasteuriserede melk i forseg 2 (Figur 8-19B). I forseg 3 og 4 var der flere bakterier pd denne
agar 1 den rd maelk end i den pasteuriserede malk. Denne forskel var der stadig i den friske
ost 1 forseg 4, men 1 forseg 3 var niveauet det samme 1 ostene af rd malk og pasteuriseret
maelk.

P4 EMBA blev der fundet omkring 10® CFU pr. g i ostene fra forseg 3, lidt lavere for de
pasteuriserede oste end ramalksostene. I forsag 2 ndede ostene af pasteuriseret malk op pa
10" CFU pr. g., hvilket sandsynligvis giver smag til ostene.
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8.6.4 Faekale coliforme bakterier

De bakterier, der blev fundet pA VRBA ved 44°C er de sdkaldte fakale coliforme bakterier.
Disse bakterier md stamme fra en direkte feekal forurening, da de har svart ved at overleve
pa produktionsudstyr. De faekale bakterier vil kunne opformere sig i malken, iser under
osteproduktionen, hvor temperaturen er over 30°C. Efter 24 timer er pH faldet og ostene
saltes, og opbevares ved 16°C i1 en uge. Ved denne temperatur er det ogsa muligt for de
faekale bakterier at formere sig, dog vil de vaere hemmet af salt og det lave pH. Efter en uge
stilles ostene ved 8°C i endnu en uge, og her vil de faekale coliforme bakterier neerme sig
deres temperaturmaessige vaeekstminimum, og der burde ikke forekomme yderligere vakst.

Der blev ikke foretaget undersogelser med VRBA ved 44 °C 1 forseg 1. I forseg 2 blev der
fundet et relativt hgjt niveau i den rd melk, men ingen i proverne fra den pasteuriserede
melk. Der var ferre bakterier i den friske ramalksost (2U) end i den rd meaelk. Dette fald kan
undre, idet alle de andre prover stiger pa grund af veekst og/eller koncentrering i ostemassen
(figur 9-18). I forseg 3 og 4 blev der fundet lave antal faekale coliforme bakterier i sdvel ra
mealk som i pasteuriseret malk. I de friske oste blev der fundet hgjere niveauer - storst var
stigningen i forseg 3, hvor bade oste af ri- og pasteuriseret maelk var oppe pé ca. 3+10* CFU
pr. g. I ostene fra de andre produktioner var antallet af faekale coliforme bakterier lavere i de
pasteuriserede oste end i rdmalksostene. At vaeksten var sterst 1 forseg 3 kan haenge samme
med den langsomme syrning, hvorved de faekale coliforme bakterier har haft bedre
vaekstvilkar.
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Figur 8-20 Antal bakterier pA VRBA mediet
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8.7 Resultater fra ITS- undersggelser

Figur 8-21 M17: ITS af forste produktions renkulturer fra starterkultur og rameelk pd M17
I forste og anden produktion blev der samlet renkulturer fra

Starterkultur Ré& meelk
M17, PCA, Rogosa og MRS. .

20 isolater; alle var ovale kokker (Ov) 25 isolater -8 ovale kokker (Ov), 7 kokker i par (K2) 4 kokkoide stave (KS) og 6 stave (S)
Formélet var at se om der var en udvikling i antal af fundet i koncentrationen 9,3 10° CFU pr g

malkesyrebakterier, som kunne vere arsag til
smagsforandringer i ostene.

Selvom kolonier ser ens ud med hensyn til morfologi, kan der
godt vaere tale om forskellige bakterier. ITS er en hurtig og
sikker méde at se om bakterier er de samme.

1.1.1 Farste produktion
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Figur 8-21 til 8-22, viser resultaterne fra ITS-PCR analyserne. i« 1 8 % 8 R B : s 5 1
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I figuren er bAindmensteret fra de enkelte isolater stillet op ved
siden af hinanden sammen med referencen.
Pa denn.e méde er det mghgt at sa.mmenhgne bind fra Figur 8-22 M17: ITS af forste produktions renkulturer fra den pasteuriserede malk samt de friske oste og efter 12 dage pA M17
forskellige geler og stadig vare sikker pd, at DNA-stykker af Past. meelk Past. oste (2 dage) Ramelksost (2 dage) Past oste (12 dage) Rémelksost (12
samme storrelse ligger ud for hinanden. dage)

. . ) 5 isoleret — 17 kokker i par (K2), 6 enkelte  [14 Ovale kokker (O 29 Ovale kokker (O 11 Ovale kokker (Ov) |18 Ovale kokker (O
Figur 8-21 viser, at alle isolater fra starterkulturen er ens med k;ii;rix) og 2OOV;relk€,kker V) vale kokdeer (OV) vale koldeer (OV) vale kolder (Ov) 18 Ovale koldeer (0)
et enkelt band pa knap 400 kb. Derimod var der flere 8,8 10° CFU pr g 1,3 10°CFU/g 7.9 10° CFU/g 1,6 10°CFU/g 1,8 10° CFU/g
forskellige bAndmenstre i bade den pasteuriserede malk og i K2 ‘Kz |Ov ‘Kz |K ‘Kz ‘Kz |K2 ‘K Ov ‘Ov |Ov ‘Ov ‘Ov Ov ‘Ov ‘Ov ‘Ov ‘Ov

ramelken (figur 8-21 og 8-22). Dette er tegn p4, at der i disse
prover er flere forskellige bakterier. I raimelken var der ca. en
ligelig fordeling af stave, kokker, kokkoide stave og ovale
kokker, men i den pasteuriserede melk, var der hovedsagelig
kokker 1 par. Da antallet af bakterier i ramelken og i den
pasteuriserede malk var sd lavt, at de ikke vil have nogle
sensorisk betydning, blev de ikke yderligere analyseret. Pa 11 | | i . ] 111 i | 1111
Figur tabel 8-22 ses, at isolaterne nr. 21, 22 og 23 har to . ' 22 23 24 31 32 45 46 57 58 6l 62 63 64 115 116 117 124 125 128 129 134 135 144
kolonner, hvilket skyldes, at disse isolater er blevet bestemt to
gange. Disse dobbeltbestemmelser viser de samme band og da

%
g
=
:

Figur 8-23 M17: ITS af forste produktions renkulturer fra ostene efter 20 og 40 dage pa M17

de ikke er bestemt pa de samme geler, betyder det, at Past. oste (20 dage) Rémeelksoste (20 dage) Past. oste (40 dage) Rémeelksost (40 dage)
resultaterne er reproducerbare. 10 Ovale kokker (Ov) 12 Ovale kokker (Ov) 19 Ovale kooker (OV) 17 Ovale kokker (Ov)

I bade ostene fremstillet af pasteuriseret maelk og af rameaelk 10" CrUg 23 10°CFUg 30 10°CrUre L7 107CFUg

(tabel 8-22 og 8-23) blev der kun fundet bakterier, som Ov|Ov]Ov|0v|Ov]OV|Ov|Ov]OV|Ov|OvIOV|Ov|Ov]OV|Ov Ov]OVIOV|OvIOV IOV |OvIOVIOV OV IOV OvIOV OV |OvIOVOVIOV OV |Ov|

lignede dem, der blev fundet i starterkulturen (et bind pa knap o~
400 kb, som ligner nr. 113 i figur 8-25 som blev sekventeret
og bestemt som en Lactococcus lactis subsp.lactis).

ID 32 (figur 8-22) har en profil, der er anderledes end de
andre i samme preve. Den var dog ovale kokker og lignede de
andre prover, sa maske er der tale om en forurening.

IDNr  Ref. 146 147 148 149 150 158 159 160 161 162 151 152 153 154 155 156 157 163 164 165 166 167 169 170 171 172 173 174 175 189 190 191 192 193 194 195
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ITS menstret fra PCA mediet (Figur 8-24) er det

| Past. oste Rémzlksoste (2 dage) Past oste (12 dage) |Ramelksoste Past. oste Rémaelksoste Past. oste Rémalksoste
samme som det, der blev fundet pA M17. Alle (2 dage) (12 dage) (20 dage) (20 dage) (40 dage) (40 dage)
isolaterne gav et band pa knap 400 kb. 13 ovale kokker |11 Ovale kokker (Ov) |10 Ovale kokker (Ov)|15 Ovale kokker (Ov)[8 Ovale kokker |13 Ovale kokker 11 Ovale kokker |11 Ovale kokker
(Ov) (Ov) (Ov) (Ov) (Ov)

Figur 8-24 PCA:

ITS af forste produktions renkulturer fra PCA mediet

1,3 108 CFU/g

7,4 108CFU/g

1,4 10 CFU/g

1,7 10 CFU/g

5,9 10’ CFU/g

1,0 10" CFU/g

1,5 10 CFU/g

1,9 10* CFU/g
Ov ‘OV ‘OV |Ov ‘OV

OV‘OV|OV‘OV OV‘OV‘OV‘OV‘OV|OV OV‘OV‘OV‘OV‘OV

27 28 29 30 32 33 58 59 62 65 68 70 71

Ov ‘OV ‘OV |OV |Ov

74 79 81

Ov ‘OV ‘OV |Ov

Ov ‘OV |Ov ‘OV

Ov ‘OV |Ov ‘OV

Fra Rogosa mediet blev der fundet samme bakterier
som pd M17 og PCA, dog blev der fundet nogle
stave fra de 40 dage gamle oste fremstillet af
ramalk. Flere kolonier blev sekventeret deriblandt
tre 1solater fra Rogosa mediet. Isolaterne blev
sekventeret og bestemt til at vare:

88 89 90 91

ID Nr Ref. 5 8 15 21 94 98 99 101 104 110 111 114 116 103 104 105 107

Forklaring til parentesen efter bakterienavnet:

("antal baser som passer”/”antal baser” match %) Figur 8-25 Rogosa: ITS af forste produktions renkulturer fra Rogosa mediet

Nr 110 er Lactobacillus. enten casei (3 63/367 98% ) R& meelk Past. oste (2 dage) Rémalksoste (2 dage) Past oste (12 dage)  |Ramalksoste(12 dage|Past. ost (20) Rémalksoste(20 dage |Past.oste (40 dage |R&melksoste(40 dage)
paracasei (3 63/367 98%) eller rhamnosus (3 63/367 3 Stave (S) |8 Ovale kokker (Ov) |8 Ovale kokker (Ov) 7 Ovale kokker (Ov) |12 Ovale kokker 10 Ovale kokker 13 Ovale kokker 9 Ovale kokker |11 Ovale kokker

. 5 Ovale (Ov) (Ov) (Ov) (Ov) (Ov)
98%), at der er tre bakterier med det helt samme kokker (OV)
resultat skyldes at det er 16s, som er blevet 6,6 10'CFU/g |1,8 10° CFU/g 9,8 10° CFU/g 1,1 10°CFU/g 2,3 10°CFU/g 8,8 10’ CFU/g 2,5 10°CFU/g 4,410"CFU/g  |1,8 10°CFU/g
sekventeret og dette stykke vil veere ens hos S [s [K |ov|ov|ov|ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov[Ov[Ov [Ov [Ov [Ov [Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov [Lbe [Lbe |Ov [Ov

nerliggende stammer. Lb. Casei, Lb. paracasei og
Lb. rhamnosus er meget nart beslegtede og det er
ikke muligt at adskille disse ud fra det sekventerede
16sDNA fragment. Disse bakterier vil kunne
differentieres ved brug af en anden primer.

Nr 112 blev bestemt til at veere Weissella (61/63
96%), Leuconostoc (60/62 96%) eller Lactobacillus
(59/61 96%), I denne prove var der kun et beskedent
antal baser (63 bp), som kunne sekventeres og derfor

52 54 71 72 73 74 75 56 57 58 59 60 95 96 98 105

IDNr Ref 17 20 23 2 3 5 6 7 10 12 13 14 15 16 25 26 34 36 41 47 48 5l 108 110 112 113 115

Figur 8-26 MRS: ITS af forste produktions renkulturer fra den pasteuriserede maelk samt de friske oste og efter 12, 20 og 40 dage pA MRS

er resultatet me g et usikkert. R4 Past. oste Ramalksoste Past. oste Ramalksoste Past. oste Ramelksoste Past. oste Réamelksoste
maelk (2 dage) (2 dage) (12 dage) (12 dage) (20 dage) (20 dage) (40 dage) (40 dage)
Nr 113 blev bestemt til at veere en Lactococcus lactis 50v, [10Ov 10 ovale kokker |7 ovale kokker |8 ovale kokker |7 ovale kokker |9 ovale kokker |9 ovale kokker |16 ovale kokker
. . R 7
subsp.lactis (395/407 97%), hvilket ogsd er hvad 38 15510 (Ov) (Ov) (Ov) (Ov) v (Ov) S
starterkulturen bestar af. Om det er en subspices 1,8 10> |CFU/g 2,810°CFU/g  |4,1 10'CFU/g |13 10°CFU/g |3 10'CFU/g |2 10CFU/g  |4,510'CFU/g |1,3 10°CFU/g
. . - . P S ‘OV 0v‘0v‘0v 0v‘0v‘0v\0v 0v‘0v‘0v‘0v 0v‘0v‘0v‘0v 0v‘0v‘0v‘0v 0v‘0v‘0v\0v 0v‘0v‘0v\0v Ov (MOV

lactis eller diacetylactis er uvist, da den eneste Y P D o ) ) I ! ! i '’ N N’ P N’ ! N Dt ) i M D P P P T It N e

forskel er evnen til at danne diacetyl og dette gen er
placeret pa et plasmid.

Isolaterne fra MRS viste, ligesom M17, PCA, og
Rogosa, et ret monotont billede at et enkelt band ved
knapt 400 kb, dette band skennes at vare
Lactococcus spp. og stammer givetvis fra
starterkulturen.

32 35 37 39 40 41

46 47 48 49 50 54 55 56 57 63 64 66 70 72 74 82

16 31

IDNr Ref 24 27 4 6 10 12 14 15
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1.1.2 Anden produktion

I anden produktion var menstret det samme som i
forste produktion; en variation mellem preverne fra
ramelk og fra den pasteuriserede malk. Men alle
renkulturer fra ostene gav et band ved knap 400 kb,
dog var der nogle enkelte kolonier af stavformede
bakterier de 1 44 dage gamle oste af pasteuriseret
melk. Disse kolonier blev observeret pa M17, PCA
og MRS (figur 8-27 til 8-32), men desverre
lykkedes det ikke at sekventere kolonierne fra M 17
og PCA.

Dette var ikke forventet, da de oste, der var
fremstillet af rAimaelken fra start burde have et hgjere
antal NSLAB og dermed et forspring. Pa figur 8-27
kan det ses, at netop den pasteuriserede malk havde
et meget hejt antal stavformede bakterier pa M17
mediet, hvor der i ramalken kun blev fundet enkelte
stavformede bakterier og langt flere kokker og ovale
kokker. Selvom nogle Lactobacillus spp. kan
overleve en pasteurisering, er det dog ikke
sandsynligt, at de vil veere 1 samme niveau som i
ramalk. Det kunne tyde pa, at den pasteuriserede
mealk er blevet kontamineret med bakterier,
eventuelt fra en tidligere produktion. Pa figur 8-28
kan ses, at der ogsd i de 44 dage gamle oste
fremstillet af pasteuriseret meelk var Lactobacillus
spp., men der ikke blev observeret nogle i de 44
dage gamle ramalksoste.

ID Nr

ID Nr

10000
2500
2000
1500
1200
1031

900
700
600
500
400
300
200

ID Nr

Figur 8-27 M17: ITS af anden produktions renkulturer fra M17 mediet

Ref.202 203 204 205 20

| =
-!-l-

=i e
=
!-I

g - | |
-l

IV!

Past. malk IR& maelk Ramalksoste IPast. oste Ramaelksoste IPast oste Ramaelksoste Past oste
(1 dag) (1 dag) (10 dage) (10 dage) (17 dage) (17 dage)
5 Sog 1 geer 18,2 Ov, 2 geer |8 ovale kokker |8 ovale kokker (Ov) [8 ovale kokker |7 ovale kokker |14 ovale kokker |8 ovale kokker
1,8 10°CFU/g  [0g3 K (Ov) (Ov) (Ov) (Ov) (Ov)
2,6 10°CFU/g 2,4 10°CFU/g |53 10°CFU/g 28 10°CFU/g |88 10°CFU/g 3.8 10°CFU/g  |8,910°CFU/g
Ref [S ‘s | S ‘s K |0v ‘K |0v Ov ‘OV |0v ‘OV Ov ‘OV ‘OV ‘OV ‘OV Ov ‘OV ‘OV ‘OV Ov ‘OV ‘OV |0v Ov |0v |0v ‘OV Ov |0v ‘OV

7 208 212 213 215 216 219 221 223 224 225 226 228 31 32 33 34 40
Figur 8-28 M17: ITS af anden produktions renkulturer fra M17 mediet
Rémaelksoste IPast. oste Rémalksoste Past. oste (44 dage)
(30 dage) (30 dage) (44 dage)
10 Ovale kokker (Ov) [10 Ovale kokker |18 Ovale kokker |9 Ovale kokker (Ov) og 5
(Ov) (Ov) stave (S)
6,2 103CFU/g 6,0 10CFU/g (2,0 10°CFU/g  [2,5 108CFU/g
Ref [Ov |Ov [Ov [Ov [Ov [Ov [Ov [Ov]ov|ov]ov|ov]ov|ov|ov]ov] S |[s

41 42 43 48

49 50 51 64 65 66

Ref71 72 73 75 77 81 82 83 88 105 106 107 112 94 96 98 100 101
Figurl 8-29 PCA: ITS af anden produktions renkulturer fra PCA mediet
Past. oste Rémelksoste Past. oste Rémalksoste  |Past. oste Ridmelksoste |Past. oste Rémelksoste
(1 dag) (1 dag) (10 dage) (10 dage) (17 dage) (17 dage) (44 dage) (44 dage)
8 Ovale kokker |8 Ovale kokker (Ov) |10 Ovale kokker |19 Ovale 17 Ovale 5 Ovale 18 Ovale kokker(Ov) |10 Ovale kokker
(Ov) (Ov) kokker (Ov) |kokker (Ov) |kokker (Ov) (Ov)
8,3 10°CFU/g  |2,210° CFU/g 8,9 10°CFU/g |48 10°CFU/g|4,8 10° CFU |2,010°CFU/g |1,3 10° CFU/g 1,6 10° CFU/g
Ref [Ov[Ov|Ov|Ov|Ov|Ov|Ov[Ov|Ov|Ov|Ov|Ov[Ov|Ov|ov|ov|ov|ov[ov|ov|ovIov|ov|ov|ovis [ov|ov|ovov|ov
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P& rogosa mediet (figur 8-30 til 8-31) var der ogsa
flere stavformede bakterier i den pasteuriserede
melk, end i ramelken. I den friske ost og indtil
ostene var 44 dage gamle, blev der ikke fundet andet
end Lactococcus suspekte bakterier (ovale kokker
med et ITS band ved ca 400 kb).

MRS mediet (figur 8-32) blev i anden produktion
gjort mere selektivt ved at pH var justeret ned til 5,5
og preverne blev inkuberet ved 37 °C. Nogle af
isolaterne fra maelken blev sekventeret:

Nr 1. blev bestemt til Lactobacillus pentosus
(391/395 98%) eller planarum (391/395 98%)
Nr 4. Lactobacillus pentosus (389/396 98%) eller
planarum (389/396 98%)

Nr 9. Lactobacillus casei (223/226 98%), Lb
paracasei (223/226 98%) eller Lb rhamnosus
(223/226 98%)

Nr 20. er Lactobacillus casei (389/391 99%)

Nr. 23 Lactococcus lactis (403/419 96%)

Efter 44 dage blev der fundet stavformede bakterier
pa ostene fremstillet af pasteuriseret meelk, men ogsa
pa ostene af ramelk. Det lykkedes ikke at rendyrke
disse bakterier.

Figur 8-30 Rogosa: ITS af anden produktions renkulturer fra Rogosa mediet

IPast. maelk

Ra malk

Past. oste (1 dag)

Ramalksoste
(1 dag)

Past. oste (10 dage)

(10 dage)

Ramalksoste

10 stave (S)

1,6 10°CFU/g

10 stave (S)
1,0 10° CFU/g

8 Ovale kokker (Ov)
6,3 10° CFU/g

8 Ovale kokker (Ov)
1,5 10° CFU/g

28 Ovale kokker (Ov)
2,2 10° CFU/g

15 Ovale kokker
(Ov) 4,0 10°CFU/g

\\\I/7/ |

ID Nr

Ref. 2 6 7

o i i i e

8 9 10

11 12 13 14 15

Ov |Ov |Ov |Ov |Ov |Ov
-----

Ov |Ov |Ov |Ov
e I .

Figur 8-31 Rogosa: ITS af anden nroduktions renkulturer fra Rogosa mediet

Ramelks-

ID Nr

\ \\\\\l/////

Past. oste Past. oste  |Ramealksost |Past. oste Rémalksoste
(17 dage)  |®°'7  |(30 dage) [(30 dage) |(daged4) (44 dage)
16 Ov 100v |10 Ov 10 Ov 10 ovale kokker (Ov) |10 Ovale kokker (Ov)
1,110°CFU/g (2,9 10° |7,2 10° 4,0 10" 1,4 10° CFU/g 2,710° CFU/g
CFU/g |CFU/g CFU/g
OV‘OV‘OV OV‘OV OV‘OV‘OV OV‘OV‘OV OV‘OV‘ L‘ E ‘OVE/ Ov
Ref.83 85 91 92 97 98 99 100 101 102 103 107 108 111 112 114 115 116 120 121 124

Fiour 8-32 MRS: ITS af anden nroduktions renkulturer fra MRS mediet

‘OV

Ov [Ov |Ov |Ov |Ov [Ov OV{OV
0w nwm |

OV OV OV OV‘OV

16 20 21 22 23 25 26 27 29 33 34 30 31 37 38 39 44 45 53 56 57 72 73 69 70 77

9 13 14

16 20 21

23 24 25 26 27 29 30 31 32 33 34 38 39 41 44 45 46 47 48 49 50 51

55 56 57 58 59 60 63

Past. maelk  |R& maelk Past. oste Ramelksoste Past. oste Ramaelksoste|Past oste Ramelksoste Past oste Ramelksoste |Past oste |Ramelksoste
(dag 1) (1 dage) (10 dage) (10 dage) (17 dage) (17 dage) (30 dage) (30 dage) (44 dage) |(44 dage)

3 Stav (S) og |5 stav (S), 7 Kokker |5 Ovale kokker |5 Ovale kokker |6 Ovale kokker |6 Ovale 4 Ovale kokker |6 Ovale kokker |5 Ovale kokker |5 Ovale kokker|3 Stave og |2 Stav og 7

4 kokkzerc (K) log 2 Geer (Ov) (Ov) (OV) kokker (Ov) |(Ov) (OV) (OV) (OV) 7 kokker  |Ovale kokker

3,6 107 775 18 3 10° CFU/g 3,810°CFU/g [1,710°CFU/g |4,8 10°CFU/g |2.810°CFU/g|5,5 10° CFU/g  |2,4 10° CFU/g  |3,4 10° CFU/g  |4,9 10° CFU/g |1,7 107 “*Y/,|7,5 10° Y,

S ‘s ‘s ‘s ‘s ‘s ‘s Ov ‘OV ‘OV ‘OV Ov ‘OV ‘OV ‘OV Ov ‘OV ‘OV ‘OV Ov ‘OV ‘OV Ov ‘OV ‘OV ‘OV Ov ‘OV ‘OV ‘OV Ov ‘OV 0v 0v Ov ‘OV ‘OV
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1.1.3 ITS-PCR af patogensuspekte bakterier

I vores undersogelser blev anvendt en raekke selektive agarer beregnet til at finde patogene

bakterier. Disse agarer har, som beskrevet i teorien, en rakke kemiske indikatorer, som Figur 8-33 Isolater fra medierne beregnet til at finde patogene bakterier. Bakterierne er isoleret fra anden produktion dag
gor, at man kan skelne de patogene bakterier fra andre bakterier, som gror pa disse agarer. 44. R4 er fra rimalksoste og P er fra oste fremstillet af pasteuriseret malk. Neden under figuren er resultaterne fra
Resultaterne skal bruges til at fremstille en risikovurdering af oste produceret af ramalk. sekventeringerne. s for stave, k for kokker og bs for bevagelige stave.

Denne opgave beskaftiger sig ikke med de eventuelle patogene bakterier der matte vare,

og agarerne er kun taget med i denne opgave, fordi der blev fundet et stort antal bakterier, Baird Parker Eosin methylenblat XLD VRBA
som ik.ke var patogene. Disse bakterier kan maske praege smagen af ostene. Nogle af RARARGRARE PTP 1P| P RARARA Ra IRARARARAREI PP 1P| PP RiARARARARARE PP
bakterierne fra et enkelt proveudtag — anden produktion dag 44 — blevet rendyrket og

analyseret pd ITS-PCR og nogle af disse er blevet bestemt ved sekventering. B =5 3 y . ” g
Baird Parker ‘% -2 £ . g E 5 E % E = g = =
Baird Parker er beregnet til at sege efter Stapholycoccus aureus, og en del af de bakterier, £ E2 2 5 55 | 2 S b E FERIE = 2 < ‘g
der var pa disse agarplader havde en opklarende zone, som indikerer tilstedevaerelsen af g ;f, SE ;g 3 73 g 3 0 K B - o 3
Stapholycoccus aureus. Der blev undersegt 5 kolonier fra anden produktion efter 30 dage 3 2 5 EE 5 é S m; C% é g UEJ 5 §
som blev testet pa ITS-PCR. To af disse blev sekventeret, den ene var Stapholycoccus -

aureus (389 af 396 98 %) og den anden, som var en atypisk koloni pd denne agar, blev § K ‘ k ‘ k | s ‘ S s S oS of s o 2 s bsis bsis |Ss|bs|b
bestemt til at veere enten en Klebsiella (377/386 98%) eller en Citrobacter (377/386 10000 —_

98%). NS -

Eosin methylenblat }ggz\ : :

Til bestemmelse af coliforme bakterier blev der i1 produktion 2, 3 og 4 brugt EMB. Pa ;gg/ ]

denne agar kom der tre typer kolonier; Merke kolonier med en metallisk skinnende 3887'

overflade — Escherichia coli, en hgj konveks koloni med lilla midte — Enterobacter gggﬁ

aerogenes og farvelese kolonier — ikke-lactose fermenterende tarmbakterier.

To af kolonierne med metalagtig overflade, som skulle vaere E.coli, blev ved sekventering Ref 5 6 7 1012131415 16 171819 20 21 22 24 27 28 29 30 31 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
bestemt til at veere; Hafnia alvei (388/394 98%) - prove nr. 14, og Rahnella sp. (384/392 | | |

97%) eller Hafnia alvei (358/364 98%) - prove nr. 17. Sekventeret Sekventeret | |Sekventeret til at vaere Sekventeret til at Sekventeret til
XLD til at vaere til at veere enten Rahnella eller veere enten Rahnella at veere
Salmonella vil p4 XLD kunne ses som rede kolonier med en sort midte, men der blev kun i?;gge”a eller Hainia alvel Hainia alvel eller Hafnia alvel Escherichia coli
fundet en i fjerde produktion, i ferste, anden og tredje produktion var der ingen Citrobacter

salmonellasuspekte kolonier. Alle de kolonier, der blev fundet pd XLD var enten gule

eller gennemsigtige, og 11 renkulturer fra XLLD blev undersegt med ITS-PCR. Isolaterne Sekventeret til at

fra de gule kolonier gav tre forskellige bdndmenstre og en af disse blev ved sekventering vere Stapholycoccus

bestemt til at vaere Rahnella (384/392 97%) eller Hafnia alvei (358/364 98%) - prove nr. aureus

29.

VRBA

Ved at inkubere VRBA ved 44°C er det kun faekalecoliforme bakterier - E. Coli - der kan
gro pa dette medie. Feekale coliforme bakterier er indikation pa direkte faekal forurening.
Kolonierne pd VRBA var meget ens, to blev testet med ITS-PCR og viste samme to band.
En enkel af disse blev ved sekventering bestemt til E. Coli (304/314 96%) - prove nr. 42.
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9 Opsamling og diskussion

Ifolge en subjektiv vurdering smagte ostene fra forste og fjerde produktion godt, hvorimod
ostene fra anden og tredje produktion bedst kan beskrives som uspiselige. Da der ikke blev
udfert endelige sensoriske undersoggelser, er det svart at sige, hvad der var galt med anden og
tredje produktion, men de smagte sterkt og urent, men ikke som en lagret ost vil smage.
Noget af den store variation mellem de enkelte produktioner kan forklares som
arstidsvariation, idet keerne bliver mere beskidte om vinteren, hvor de gar inde 1 dybstroelse
(Desmasures & Gueguen, 1997). Dette kan forklare det hgjere antal bakterier i malken om
vinteren (produktion 2 og 4), men ikke det hgje antal bakterier, der blev fundet pA M17 og
XLD i den pasteuriserede melk fra anden produktion. Formentlig er den pasteuriserede meelk
fra anden produktion blevet kontamineret efter pasteuriseringen, hvilket kan vere sket pa
flere mider. Produktionen havde varet 1 gang leenge pga. juletravlhed, og melk kan have
ligget 1 den dede ende af rersystemet (Figur 7-3), i vaerste fald 4-5 timer ved ca. 25°C

— laenge nok til at malkens bakterier vil blive opformeret. En anden mulighed er direkte
kontaminering ned 1 ostekarret, hvilket er svert at undgé ved &bne ostekar. Risikoen for
direkte kontaminering med fakale bakterier md anses for at vare storre 1 et gardmejeri end 1
et almindeligt mejeri, i det den fysiske afstand mellem keer og mejeri selvsagt er mindre. Om
det hgje antal bakterier fundet pd XLD fra den pasteuriserede maelk er arsagen til, at der skete
en fejlsyrning 1 denne produktion vides ikke, men det er et faktum, at denne batch forst kom
under pH 5,5 efter 34 timer. Tredje produktion havde det laveste antal bakterier fra malken
pa XLD, hvilket geelder bade for den r4 malk og den pasteuriserede maelk. Efter 20 dage blev
det hgjeste antal bakterier pa XLD fundet i ostene fra netop denne produktion. En muligt
forklaring pa denne kraftige veekst af coliforme bakterier kan veare det lave antal
malkesyrebakterier (10’ CFU pr g. pi M17) der findes efter 2 dage i ostene. Der er tilsat
samme mangde starterkultur til alle produktioner, sd rsagen hertil ma vere, at der 1 denne
produktion blev brugt det sidste af en batch 'frosset koncentreret' starterkultur, som ma have
taget skade ved at blive teet op og frosset ned igen under udvejningerne til tidligere
osteproduktioner. Ostene fra fjerde produktion var dem der smagte bedst, men ogsa dem der
havde det hgjeste antal bakterier 1 den rd maelk pd XLD og Baird parker. P4 M17 og MRS var
der ikke specielt mange melkesyrebakterier. Der er flere ting, der er veerd at bemarke ved
denne produktion; 1) Der foregik ikke nogen anden produktion pa mejeriet, som kunne
interferere med forsegsproduktionen. 2) Denne produktion fik ikke lov at forsyrne uden
starterkultur, og der blev brugt en frisk starterkultur. 3) Produktionen havde den hurtigste
syrning.

Pasteurisering har til hovedformal at drabe patogene bakterier, men derudover sker der nogle
@ndringer med malken sdsom; drab af bakterier som kunne bidrage positivt til smagen;
@ndringer 1 enzymaktivitet; aktivering af plasminogen og inaktivering af lipaser og cathepsin
D; denaturering af serumproteiner (Grappin & Beuvier, 1997). Der er i flere undersogelser
blevet observeret mere vand i fedtfri ost i pasteuriserede oste, hvilket dog aldrig har vaeret
signifikant (Grappin & Beuvier, 1997). I vores forseg var der 1 forste og fjerde produktion
storre indhold af vand 1 fedtfri ost 1 den pasteuriserede ost, 1 anden produktion var der samme
indhold og i tredje produktion var indholdet hgjere i rimalksostene. Sidstnavnte kan dog
skyldes det hejere fedtindhold i den r& maelk end i den pasteuriserede malk, men da
fedtindholdet var det samme 1 ostene vil det give mere vand 1 ramalksostene.
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I litteraturen star beskrevet, hvordan pasteurisering har indflydelse pa den enzymatiske
aktivitet. For eksempel stiger den proteolystiske aktivitet med 30-40% ved 72°C 1 15
sekunder, men ved at benytte en pasteuriseringstemperatur pa 63°C og en holdetid pd 30 min.
stiger aktiviteten kun med 8-24% (Noomen, 1975). I vores forsegg blev plasminaktiviteten
malt 1 produktion 2, 3 og 4, og der blev ikke fundet nogen entydigt stigning i
plasminaktiviteten i de pasteuriserede oste. Anden produktion havde en kraftig stigning,
mens der i tredje produktion blev fundet en hgjere plasminaktivitet i rimelksostene. I fjerde
produktion var der et lidt hgjere niveau i de pasteuriserede oste. Ligesom forskellene i VFFO
var der altsa ogsd en meget stor variation 1 plasminaktiviteten mellem produktionerne.

Undersogelser af cheddar og schweiziske oste har vist, at starterkulturen voksede
langsommere i ramelksoste end i oste af pasteuriseret malk (Beuvier et al., 1997,
McSweeney et al., 1993). Lactobacillus spp. er dominerende blandt NSLAB i oste, og de
stammer, der findes 1 rdmalksoste er mere heterogene end de stammer, der findes 1
pasteuriserede oste (McSweeney et al., 1993). Ramalksoste har en storre diverisitet og
indeholder flere forskellige bakterier pd bade slegts- og artsniveau end pasteuriserede oste
(Grappin & Beuvier, 1997). De fleste undersogelser af NSLAB er lavet med cheddaroste,
hvilket skyldes, at de starterkulturer, der benyttes til cheddarfremstilling udelukkende
indeholder homofermentative syrningskulturer, som ikke forgarer citrat eller danner
aromakomponenter udover melkesyre (Nielsen 2000). Derfor er der mere naering til NSLAB,
og de reststoffer, der dannes, kan nemmere bemerkes. En anden vasentlig forskel mellem
cheddaroste og blede overflademodnede oste er vandindholdet, og dermed laktoseindholdet,
som er hgjere 1 de blade oste (Nielsen 2000). Veaksten af starterkultur i blede oste vil derfor
stoppe fordi pH bliver for lavt, hvilket burde betyde, at de mere syretolerante Lactobacillus
spp. ville tage over. Dette var dog ikke hvad der skete i vores undersggelse, hvilket kan
skyldes flere ting; enten var vandindholdet 1 ostene for lavt til at skabe et laktoseoverskud
eller ogsd kom pH for hurtigt op igen til at forfordele Lactobacillus spp., hvorved
Lactococcus forblev dominerende. En anden forklaring pé, at Lactobacillus spp. ikke spiller
samme rolle som i harde oste, kunne vaere det ogede antal Enterobacteriaceae, der er i blade
oste. I blede ramalksoste findes flere coliforme bakterier end i andre ramalksoste, hvilket
skyldes det hgje pH, den korte modning og det hgje vandindhold (De Reu et al., 2002).

I vores forseg blev antallet af Enterobacteriaceae fundet pa XLD. Hafnia alvei var den mest
dominerende bakterie i flere undersegelser af floraen i blede oste (Sable et al., 1997,
Macedo, Malcata & Hogg, 1995; Desmasures, Bazin & Gueguen, 1997; Alonso-Calleja et
al., 2002), og i vores forseg blev flere af bakterierne fra XLD og Eosin methylenblat bestemt
til at veere enten Rahnella eller Hafnia alvei. Rahnella er beskrevet i forbindelse med
fejlfarvning af hytteost (Davey & Eyles, 1992), og er i stand til at vokse hurtigt i fadevarer
ved 7°C (Lindberg et al., 1998). Malkesyrebakterier og H. alvei danner darlig lugt i
vakuumpakket kod (Borch, Kant-muermans & Blixt, 1996), hvilket bl.a. skyldes, at nogle af
mealkesyrebakterierne omdanner arginine til ornithine, som er et forstadium til det biogene
amin putrescin (Gram et al., 2002). Biogene aminer er normalt uenskede i fedevarer, da de
kan give anledning til allergiske reaktioner og forgiftninger. Ikke desto mindre mener
Richard, at H. alvei kan vare en vigtig smagsdanner i camembert (Richard, 1984). Putrescin
bliver ikke na@vnt som en ensket smagskomponent, men den er svaer at komme udenom. Den
har vist sig at vaere et af de forste tegn pd forderv 1 vakuumpakket kad, og kan derfor bruges
som indikator pa kedfordeerv. Danisco A/S producerede for nogle ar siden Hafnia alvei, som
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kunne benyttes til at give oste fremstillet at pasteuriseret melk en mere uren smag, som de
beskrev som “smagen af kostald” (Jergensen, 2004a; Tolstoy, 2004). Denne kultur er som
den eneste gram negative bakterie tilladt i fremstillingen af ost i Danmark (Andersen.J, 2004;
Jorgensen, 2004b). Kulturen er ikke leengere kommercielt tilgaengelig pa grund af manglende
interesse og problemer med kontaminering af andre produktioner pa samme anleg
(Jergensen, 2004c).
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10 Konklusion

Dette speciales formal var at undersege, om der er forskel i udviklingen af mikrobiologiske
og enkelte kemiske parametre mellem oste fremstillet af ra maelk og af pasteuriseret melk.

Der blev fundet statistisk signifikant feerre malkesyrebakterier i de oste, som var fremstillet
af pasteuriseret mealk, uden at det dog har vaeret muligt at forklare precist hvorfor.

Der blev detekteret bakterier pa Baird Parker mediet i niveauer pa mellem 10°-10" CFU pr. g.
Der blev generelt detekteret det hgjeste niveau i prover fra raimalksostene.

Hvad angér Enterobacteriaceae sa blev der detekteret mellem 10°-10” CFU pr. g. I alle
produktionerne blev der til sidst i modningen ikke fundet forskelle pd over en log enhed. I
produktion 2 og 3 var niveauet af Enterobacteriaceae oppe pa mellem 10°-10" CFU pr. g. og
det kan ikke udelukkes, at denne koncentration vil pavirke smagen, iser ikke hvis man tager
synergieffekten mellem melkesyrebakterier og H. alveis dannelse af det biogene amin
putrescin med i betragtning.

Det var ikke i dette projekt muligt at bekrefte tesen om hej plasminaktivitet i oste fremstillet
af pasteuriseret malk, men hvis den store variation mellem de enkelte produktioner tages 1
betragtning, er det heller ikke muligt at atkraefte tesen.

Med hensyn til gget vandindhold (VFFO) i ostene fremstillet af pasteuriseret maelk, sa var
der ogsa her stor variation mellem de fire produktioner. En produktion havde det samme
VFFO indhold 1 begge oste typer, to produktioner have et hgjere VFFO indhold 1 ostene
fremstillet af pasteuriseret malk og den sidste havde et hgjere VFFO indhold 1 rdmaelksosten.
Sidstnavnte kan muligvis forklares med et hojere fedtindhold i den r4 mealk, og da ostene
have samme fedtindhold vil det fere til et gget vandindhold.

Et af argumenterne for at fremstille ramelksoste er, at en storre diversitet 1
malkesyrebakterier giver en mere kompleks smag. Det var 1 vores forseg forst muligt til sidst
1 modningen at finde NSLAB (Non Starter Lacticacid bacteria) i niveauer som kunne give
anledning til smagsandringer.

De fire produktioner foregik pa forskellige tider af aret, men arstidsvariationen blev dog
overskygget af nogle fejl under produktionen af ostene. I anden produktion mé der vere sket
en efterkontaminering idet der p4 medierne XLD og EMB blev fundet 10* CFU pr. g. i ostene
fremstillet af pasteuriseret melk. I de friske oste (2 dage gamle) i samme produktion blev der
fundet 10* CFU pr. g. i bade ramalksostene og i ostene fremstillet af pasteuriseret melk. T
tredje produktion var der ikke mange Enterobacteriaceae i malken, men pga en inaktiv
starterkultur kom antallet af bakterier pa medierne XLD og EMB op pé ca 10’ CFU pr. g.
efter 10 dage 1 begge typer oste. I forste og fjerde produktion foregik ostefremstillingen uden
problemer, men de fremstillede oste var forskellige i storrelse og kan derfor ikke
sammenlignes.
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11 Perspektivering

Denne opgave har ikke set pa det sikkerhedsmaessige ved produktionen af ramelksoste, men
med det antal Enterobacteriaceae der blev fundet i bade ramelksoste og i oste fremstillet af
pasteuriseret mealk, er det et problem som burde underseges. Om det hgje antal
Enterobacteriaceae vi fandt i ostene fremstillet af pasteuriseret malk skyldes produktionen
af ramalksoste vides ikke, heller ikke om det overhovedet er muligt at have en
ramalksosteproduktion sammen med en produktion af oste fremstillet af pasteuriseret malk.

Vi fandt forst til sidst i modningen et antal NSLAB som kunne vare arsag til @ndringen 1
smagen. Yderligere studier af varmebehandlingens indvirkning pa de fysiske, kemiske og
mikrobiologiske @ndringer i malken vil kunne redegere for, om en termisering — frem for en
pasteurisering - vil kunne tilfredsstille bade sensoriske og sikkerhedsmeessige krav.

Ved hjelp af Hejfelts NMR (Nuclear magnetic resonance) kunne man undersoge oste
fremstillet af mealk som var varmebehandlet ved forskellige temperaturer og holdetider.
Sadanne studier kunne maske give en ide om de strukturelle @ndringer i proteinerne under
varmebehandlingen (Chaland et al., 2000).

Til de mikrobiologiske analyser kunne DGGE-PCR (Denaturing gradient gel electrophoresis
- Polymerase chain reaction) med stor fordel benyttes. Hvor DNA fragmenterne ved en
almindelig gelelektroforese inddeles efter storrelse, foregar grupperingen i en PCR-DGGE
efter smeltepunkt. Dette gor det muligt at have DNA fra flere bakterier i samme prove og
differentiere dem ved deres smeltepunktet. Derfor benyttes denne metode til at undersoge
komplekse bakteriemiljoer, hvor en rendyrkning ikke er mulig, f.eks. ndr det geelder
tarmbakterier, vandmilje og jordbakterier (Qvreas et al., 1997; Walter et al., 2001; Muyzer &
Smalla, 1998; Heilig et al., 2002). Metoden vinder ogséa udbredelse inden for levnedsmidler,
iseer indenfor spontant fermenteret produkter men ogsa oste (Coppola et al., 2001; Ercolini et
al., 2001; Ercolini et al., 2002; Randazzo et al., 2002).

Vores studier viste hgje koncentrationer af Enterobacteriaceae, deriblandt Hafnia alvei som
danner putrescin - iser ved tilstedevaerelsen af malkesyrebakterier. H. alvei har for varet
naevnt som mulig kilde til ’staldsmag”, men der findes ingen litteratur pa dette omrade, eller
studier i, om denne bakterie kunne tilfore oste fremstillet af pasteuriseret mealk det, som
nogen synes de mangler smagsmessigt. Fodevaredirektoratet har givet grent lys for brugen
af denne bakterie som tilsetning ved osteproduktion, s& vejen er banet for brug af
Enterobacteriaceae.
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12 Forkortelsesliste

A gennemsnitlige forskel

pmax vaksthastigheden

BP Baird parker "Mediet”

CFU Colony Forming Units / kolonidannende bakterier
Cit+ citrat forgerende

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMB Eosin MetylenBlat (agar)

EPEC Enteropatogene E. coli

GMP Glyko-Makro-Peptid - k-kaseinets hydrofile makropeptid
ITS-PCR Internal Transcribed Spacer- Polymerase Chain Reaction
Koagel Udfeldet kasein

Lc Lactococcus

LPL LipoProtein Lipase

MRS de Man, Rogosa, Sharpe-medium

MRS De Man, Rogosa, Sharpe “agar”

NMKL Nordisk Metodik Komité for Levnedsmidler
NMR Nuclear magnetic resonance

NSLAB Non Starter Lactic Acid Bacteria / Medfelgeflora
PCA Plate Count Agar

PCA Principal Component Analysis

PCR Polymerase Chain Reaction

rDNA Ribosomalt Deoxyribo Nuklein Acid

RNA Ribonukleinsyre

rRNA Ribosomalt ribonukleinsyre

Sc Streptococcus

Spp flertal af sp (uspecifik species)

SS-broer Sulfidbinding 1 proteiner

Ssp Subspecies

TSA Trypton Soy Agar

TSB Trypton Soy Bouillon

VFFO Vand i FedtFri Ost

VRBA Violet Reod Bile Agar

VTEC Verotoksin-producerende E. coli

XLD Xylose Lysine Desoxycholate
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