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Resumé

Det var projektets overordnede mél at skabe ny basal viden om tidlige begivenheder, Early events” i
starterkulturer og udvikle hurtigmetoder til bestemmelse af starterkulturers fysiologiske status og
forudsigelse af syrningsaktivitet. Projektet har benyttet to forskellige strategier til at belyse “early
events”; en fysiologisk strategi, som primert anvendte fluorescensteknikker, og en molekylarbiologisk
strategi, som skulle belyse protein- og genekspression.

Det overordnede formal med de fluorescerende teknikker var at beskrive kulturernes fysiologiske
tilstand pa enkeltcelleniveau, og belyse hvorledes celler med forskellig fysiologisk tilstand bidrager til
det samlede resultat, f.eks. syrningshastighed. Intracellulaer pH (pH;) blev bestemt med Fluorescence
Ratio Image Microscopy (FRIM) som et mal for den enkelte celles fysiologiske tilstand. Malinger med
FRIM af intracelluler pH kan give et meget hurtigt resultat (<30 min) der beskriver, hvor stor en
proportion af cellerne, der er hhv. levende og dede.

Det overordnede formal med den molekylarbiologiske strategi var at undersgge, om der er gener eller
proteiner, som bliver udtrykt preferentielt nar kulturen bliver eksponeret for et vaekstmilje, dvs. ved
podning i melk. Kan der evt. identificeres ét eller flere enzymer/proteiner, som er udtrykt tidligt under
syrning af malk, kan disse danne basis for en hurtigmetode til beskrivelse af kulturens fysiologiske
tilstand og forudsigelse af syrningsforlab. Proteinekspressionen i L. lactis subsp. lactis CNRZ 157 blev
undersogt ved hjelp af to-dimensionel gelelektroforese (2D-PAGE), og allerede 1 den tidlige nolefase
var antallet af nysyntetiserede proteiner omkring 230. En stor del af de identificerede proteiner var
involveret i omdannelsen af glukose, 1 proteinsyntese, og 1 nukleinsyreomdannelse.

Analysen af den tidlige genekspression i L. /actis blev foretaget med det formal at bekraefte
proteinekspressionsstudierne samt at opné en endnu bredere viden om intracellulere begivenheder 1
kulturens tidligste faser. Ekspressionsstudiet blev udfert ved anvendelse af microarray teknologi, og der
blev produceret microarrays med oligonukleotid DNA-prober som reprasenterede 40 gener. Flere af
generne involveret i purin- og pyrimidin-omdannelse blev opreguleret kraftigt, og pa grundlag af disse
resultater valgtes enzymet adenylosuccinate synthetase (ASS), kodet af genet purA, til afprovning i et
videre modelforseg. Bade gen- og proteinekspressionsniveauet var forhgjet i den tidlige vaekstfase, og
ASS er desuden et velundersogt enzym med tilgengelige metoder til aktivitetsmalinger.

Et modelforsog blev udfoert for at undersege, om mangden af nydannet ASS kan anvendes som en
indikator for syrningsaktivitet. Resultaterne af dette forsag indikerer, at man ogsa vha. et enzym-kit kan
opné en god forudsigelse af syrningshastigheden.

Projektet har vist, at det er muligt at forudsige den fysiologiske status af starterkulturer ved hjelp af
flere forskellige hurtigmetoder:

e Intracelluler pH 1 enkeltceller giver den mest detaljerede beskrivelse af en starterkulturs
fysiologiske status.

o Acidification Power Test (APT) kan forudsige syrningshastigheden af en given kultur. Metoden
kraever justering fra kultur til kultur.

e ASS-aktivitet vil kunne udvikles til et kit som vil fortaelle, hvorledes kulturen responderer pé
inokulation i maelk.



English summary

The overall aim of the project was to obtain new basic knowledge about “early events” in starter
cultures and to develop rapid methods to describe the physiological state of starter cultures, in order to
predict the fermentation performance. The project used two different strategies to investigate the early
events; a physiological strategy that primarily relied on fluorescence techniques, and a molecular
strategy to elucidate gene and protein expression.

The aim of the fluorescent techniques was to describe the physiological state of starter cultures on a
single cell level, and to examine how cells with varying physiological state contributes to e.g.
fermentation performance. Intracellular pH (pH;) was determined with Fluorescence Ratio Image
Microscopy (FRIM) as a measure of the physiological state of individual cells. Measurements of pH;
with FRIM can be used to reliably predict the proportion of live and dead cells within 30 min.

The aim of the molecular strategy was to investigate whether specific genes or proteins are
preferentially expressed upon exposure to a new growth environment, i.e. inoculation in milk. Potential
enzymes/proteins may then form the basis of a rapid method to describe the physiological state of
starter cultures and predict fermentation performance.

Protein expression in L. lactis subsp. lactis CNRZ 157 was investigated by two-dimensional gel
electrophoresis (2D-PAGE). Very soon after inoculation, the number of newly synthesized proteins
was 230. A large part of the identified proteins was involved in glucose conversion, protein synthesis
and nucleic acid metabolism. Analysis of early gene expression in L. lactis was performed to verify the
protein expression results, and, in addition, to obtain a wider knowledge regarding intracellular events
in the early stages of growth. Gene expression was performed using micro array technology, and micro
arrays were constructed with oligo-nucleotide DNA probes representing 40 genes. Several genes
involved in purine and pyrimidine conversion was pronouncedly induced, and based on these results
the enzyme adenylosuccinate synthetase (ASS), coded by the gene purA, was selected for validation in
a model experiment. Both gene and protein expression was markedly elevated in the early growth
phase, and ASS is furthermore an enzyme with a known mechanism and with available methods for
activity measurements.

A model experiment was performed to investigate whether the amount of newly synthesized ASS can
be used as an indicator of fermentation performance, and the results suggest that it is possible to use an
enzyme kit to predict the fermentation performance.

The project has revealed that it is possible to predict the physiological status of starter cultures using
several rapid methods:

e Intracellular pH in single cells provides the most detailed description of the physiological status of
a starter culture.

e Acidification Power Test (APT) can predict the fermentation performance of a given culture. The
method requires adjustment from strain to strain.

e ASS-activity can be developed to an enzyme kit, which can describe the response of a culture after
inoculation in milk.



1. Formal og baggrund

Det var projektets overordnede mal at skabe ny basal viden om tidlige begivenheder, Early events” i
starterkulturer og udvikle hurtigmetoder til bestemmelse af starterkulturers fysiologiske status og
forudsigelse af syrningsaktivitet. ”Early events” kan defineres som intracellulere begivenheder, der
finder sted for egentlige substrateendringer i fermenteringsvasken er mélbare, som kulturens
umiddelbare reaktion pd eksponering for et nyt miljo, f.eks. ved start af en fermentering og som forste
del af lag-fasen.

En detaljeret forstaelse af ssmmenhangen mellem kulturernes aktivitet, tidlig genekspression, tidlig
proteinsyntese og evnen til at opretholde homeostase som et udtryk for kulturens fysiologiske status,
var derfor nodvendig.

Med anvendelse af Lactococcus lactis som modelorganisme var det projektets specifikke formal:

e At vurdere intracelluler pH som et udtryk for kulturens syrningsaktivitet og péd det grundlag
udvikle en hurtigmetode.

e At identificere tidligt udtrykte gener og proteiner og pa det grundlag udvikle en hurtigmetode

e Udvikling af DNA-teknologi til opnaelse af et hidtil ukendt detaljeret billede af starterkulturens
aktivitet.

Samlet skulle disse studier tillige fore til en forstaelse for starterkulturens aktivitet pa det molekylaere
niveau.

2. Resultater

Projektet har benyttet to forskellige strategier til at belyse “early events”, en fysiologisk strategi, som
primert anvendte fluorescensteknikker, og en molekylarbiologisk strategi som skulle belyse protein-
og genekspression. For at validere om de nye teknikker kunne bruges i praksis, blev disse teknikker
sammenholdt med traditionelle metoder som kimtalsanalyser og bestemmelse af syrningshastighed.

2.1 Fluorescerende teknikker

Det overordnede formal med de fluorescerende teknikker var at beskrive kulturernes fysiologiske
tilstand pé enkeltcelleniveau, og belyse hvorledes celler med forskellig fysiologisk tilstand bidrager til
det samlede resultat, f.eks. syrningshastighed. Intracelluleer pH (pH;) blev bestemt med Fluorescence
Ratio Image Microscopy (FRIM) som et mél for den enkelte celles fysiologiske tilstand (Figur 1).
Sterstedelen af de gennemforte studier til maling af pH; hviler pa farvning med fluorescerende prober
som tilsattes til en cellesuspension. Der er imidlertid tilfeelde hvor denne fremgangsmade ikke er
brugbar, f.eks. i vaekstforsag, hvor farvestoffet langsomt fortyndes i forbindelse med vakst. I de senere
ar har der derfor veret fokus pé et naturligt fluorescerende protein (GFP), idet man vha. forskellige
metodikker kan fa celler til at udtrykke dette protein, hvorved de bliver fluorescerende. I projektet har
vi udviklet en metode til at inkorporere et plasmid med en pH-felsom variant af GFP 1 flere forskellige



bakterier, saledes at man kan lave kontinuerte mélinger af pH; i enkeltceller. Publikationen (Olsen et
al., 2002) som beskriver denne metode, var den forste som beskrev en pH-folsom GFP inkorporeret i
mikroorganismer.

Intracelluleere pH-malinger af
melkesyrebakterier blev udvik-
let i et foregaende projekt.
Princippet er skitseret til hgjre,
og beror pa, at et farvestof bli-
ver spaltet intracelluleert, hvor-
efter en fluorescens-ratio kan
optages og konverteres til pH;.

Analyser af cellepopulationer
viser at celler med en pH-
gradient pa ca. 1 er levende og
kan vokse. Celler uden pH-
gradient har mistet evnen til at
vokse (=dade).

Pé billedet leengst til hajre ses
en kultur med bade levende
celler (rede) og dede celler
(grenne).

Figur 1: Intracellulzer pH (pH;)-malinger vha. Fluorescence Ratio Image Microscopy (FRIM)

2.1.1 Sammenligning af kimtal og FRIM (pHi)

Det har leenge varet kendt at der er meget fin overensstemmelse imellem antallet af kolonidannende
enheder (=levende celler) og syrningshastighed i maelk. En hurtigmetode, som kan beskrive antallet af
levende celler vil derfor vaere direkte anvendelig til at forudsige syrningshastigheden.

Der blev produceret tre kulturer med stor forskel i kimtal og syrningshastighed, som herefter blev
underseogt med FRIM. Resultaterne viste klart, at man fir et meget praecist billede af bade de ’levende”
og de dade celler i en podekultur (Tabel 1). Det procentvise antal kolonidannende enheder korrelerer
meget godt til det procentvise antal celler med hej pH;; men samtidig far man information om, hvor
beskadiget kulturen er til start, da vi ogsa kan male hvor mange dede celler der er i en given kultur.

Tabel 1: Sammenligning af kimtal og FRIM
Kimtal | % Kimtal | Levende celler | % Levende celler
(Hej pHi) (Hej pHi)
Frosset kultur 3,3:10° 100 60 % 100
Frysetorret "let” (FTL) | 2,9-10° 9 5,8 % 10
Frysetorret “hardt” (FTH) | 1,9-10° 6 4,1 % 7

Efterfolgende forsegte vi at undersege, om vi kunne differentiere indenfor de ”levende” celler vha.
FRIM. Det endelige design blev en M17-agar, hvor en lille mangde af fluorescensmerkede celler blev
tilsat (Figur 2). Resultaterne viste, at man kunne se en svag sammenhang imellem start-pH; og tid til
forste celledeling, ligesom der fortsat var fine overensstemmelser imellem hojt start- pH; og evne til at



danne en mikrokoloni. Det fremgik, ikke overraskende, at antallet af dede celler 1 en frysetorret
kommerciel starterkultur var meget hgjere end i en frossen.
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Figur 2: Maling af tid til fremvzekst. (A) Eksperimentelt design. (B) Celler med kort nolefase har en svagt hejere
intracelluleer pH til start sammenlignet med celler med en lzengere nolefase. Alle celler der vokser vil bidrage til
CFU; men i fermenteringer i flydende systemer vil celler med kort nelefase komme til at dominere populationen, sa
derfor giver FRIM ogsa her et mere detaljeret billede end CFU. Ratio 490/435 nm er et indirekte udtryk for pH;,
som stiger med stigende ratio.

Malinger med FRIM af intracelluler pH kan give et meget hurtigt resultat (<30 min) der beskriver hvor
stor en proportion af cellerne der er hhv. levende og dede. Metoden kan ogsa nemt kombineres med et
traditionelt teellekammer, hvis absolutte koncentrationer er pakrevet, og derved opnés et meget
nuanceret billede af kulturens viabilitet.

2.2 Molekyleerbiologiske teknikker

Det overordnede formal med den molekylarbiologiske strategi var at undersege, om der er gener eller
proteiner som bliver udtrykt praeferentielt nar kulturen bliver eksponeret for et vaekstmiljo, dvs. ved
podning i melk. Kan der evt. identificeres et eller flere enzymer/proteiner, som er udtrykt tidligt under
syrning af malk, kan disse danne basis for en hurtigmetode til beskrivelse af kulturens fysiologiske
tilstand og forudsigelse af syrningsforlab.

2.2.1 Proteinekspression

Proteinekspressionen i L. lactis subsp. lactis CNRZ 157 blev undersegt ved hjelp af to-dimensionel
gelelektroforese (2D-PAGE). Formalet var at identificere proteiner, som er kraftigere udtrykt i den




tidlige nole fase 1 forhold til den eksponentielle og den stationare vakstfase.

L. lactis blev dyrket i enten syntetisk medium (SA) med tils@tning af 1.0 % glukose eller rekonstitueret
skummetmalk (RSM), og proteinsyntesen blev fulgt vha. radioaktiv maerkning med **S-methionin.
Mzarkning 1 RSM blev begranset til den tidlige og den eksponentielle faser pd grund af vanskeligheder
ved at separere cellerne i den stationare fase fra koaglet, som bliver dannet ved lav pH.

, . M,, #
A FusA* - - ?dhE kD ‘wu‘n
-, ._ 80
Pesly ‘ v CAls* ' PurH* ’ :
%MIQS y Pyk*' ) s
Dnak#* o4 A Guaty ‘GuaB
'éroEL* 't{;f* !{‘ PUrhGyar © g 55 y
4 jgk > eck"- GapA H
o EnoA A A'Gpan’ 4P '
i yj, Pioy ;H A~ 35 g
.""- . ‘: ‘s CCPA°'r‘ . oy - : x
Q:,r“cltE.A‘\ ’ IEmt* PyrB* : L
Nad J A Rese* 30
) .b' fb?‘A-‘ F
N . 20
oo :
g 17
et :
“w , 10 ; o
L o
a . Pt
43 4.5 4.8 53 5.6 6.0 pl 43 4.5 4.8 53 5.6 6.0

Figur 3: Proteinprofiler for den tidlige nelefase af L. lactis ssp. lactis CNRZ 157 i SA medium (A) and RSM (B).
Nysyntetiserede proteiner blev mzrket med radioaktiv **S-methionin og separeret vha. 2D-PAGE. Proteiner som er
kraftigt induceret i den tidlige fase er markeret med *.

Proteinprofiler svarende til de forskellige vaekstfaser i de forskellige medier blev sammenlignet og
proteinerne blev kvantificeret ved at normalisere intensiteten af hver enkelt plet i forhold til den totale
intensitet af de analyserede pletter.

Tidlige proteiner som i1 gentagne tilfaelde blev induceret kraftigt, blev sammen med udvalgte
konstitutivt kraftigt udtrykte proteiner identificeret ved hjeelp af N-terminal sekvensanalyse eller
massespektroskopi. Identiteten af i alt 32 proteiner blev bestemt, og heriblandt blev 20 proteiner pavist
som kraftigere udtrykt i den tidlige fase (fire uathaengige 2D-PAGE analyser.). Figur 3 viser eksempler
pa 2D-proteinprofiler af den tidlige vaekstfase af L. lactis vokset 1 SA og RSM. Resultater af
kvantificering af proteinekspression er prasenteret i Tabel 2.

Et syntetisk medium (SA) viste sig at vare et acceptabelt alternativ til RSM, idet 2D-proteinprofilen
var meget ens, samtidig med at de praktiske problemer med RSM (koagulering) blev undgaet.



Sammenligning af ekspressionen i SA og RSM viste en god korrelation for 15 af de 20 proteiner (Tabel
2). De sidste 5 proteiner, som ikke korrelerede sa godt kan enten skyldes forskelle i medierne, eller at
tilstedeverelsen af hgje koncentrationer af maelkeproteiner i 2D-gelerne, hvilket overbelaster gelerne
og péavirker migrationen af de bakterielle proteiner.

Tabel 2: Proteinekspression i L. lactis ssp. lactis CNRZ 157 i den tidlige fase under vaekst i syntetisk medium (SA) og
rekonstitueret skummet maelk RSM) bestemt vha. 2D-PAGE analyse

Protein * Molvagt, pl Induktionsgrad
kDa SA RSM

Lag/Exp Lag/Stat Lag/Exp

PurA 47.3 5.41 40+1.7 High 42+1.6

GuaB 52.9 5.95 1 3.1+0.1 1

PyrB 34.6 5.52 3712 29+04 Uncertain

PurH 57.3 5.40 1 40+1.2 1

GroEL 57.2 4.65 122+4.5 1 2.73+0.62

DnaK 64.9 4.62 2.3+0.7 04+0.2 57+22

FusA 77.9 4.57 1 High 1

Tuf 432 4.74 1 53+1.1 1

Fmt 35.1 5.49 24.3+10.9 5.8+3.6 4.7+2.38

RpsB 28.5 5.08 2.8+0.8 52+1.3 2.7+0.8

FtsZ 44.0 4.37 1 45+1.8 1

MurC 50.1 5.26 5.7+3.3 High Uncertain

Pgk 42.1 5.06 03+0.1 7.5+23 0.6+0.2

Pyk 543 5.27 0.4+0.1 79+32 1

GpdA 37.1 5.45 232+84 74+3.8 1

PdhA 41.3 5.18 1.8+0.3 33+1.2 2.0+0.7

PepT 46.0 4.76 1 54+2.6 1

GlyA 44.8 5.45 1 50+1.7 1

CcpA 36.8 5.17 1 7.9+33 2.8+0.8

NadE 30.3 4.92 495+1.34 High 3.10+0.22

Molekylvaegt og pl er teroretiske veerdier bestemt vha.ExPASy tools (http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html);

Induktionsgraden + standardafvigelse blev beregnet som forholdet imellem normaliserede volumener i nelefasen i forhold til hhv.
eksponentiel fase (lag/exp) eller stationzr fase (lag/stat). Forhold imellem 0,5 og 2 er angivet som "1". "High" betyder at signalet i
nolefasen var betydeligt hajere end i stationar fase, men svert at kvantificere pga. det lave niveau i stationzr fase. "Uncertain" betyder at
pletten ikke kunne identificeres entydigt.

Som klargjort ved 2D-PAGE analyse begyndte proteinsyntesen kort efter podningen. Allerede 1 den
tidlige nelefase var antallet af nysyntetiserede proteiner omkring 230. En stor del af de identificerede
proteiner var involveret 1 omdannelsen af glukose. De udgjorde 21-23 % af den samlede radioaktivitet.
Desuden udgjorde proteiner involveret i proteinsyntese 10-13 % og nukleinsyreomdannelse 4 % af den
samlede radioaktivitet.



2.2.2 Genekspression

Analysen af den tidlige genekspression i L. lactis blev foretaget med det formél at bekraefte
proteinekspressionsstudierne samt at opna en endnu bredere viden om intracellulere begivenheder i
kulturens tidligste faser.

Ekspressionsstudiet blev udfert ved anvendelse af microarray teknologi. Ved anvendelse af RFDD blev
der pavist 7 forskellige gener, som var differentielt udtrykte i den tidlige fase: Fire gener kodede for en
gruppe af ribosomale proteiner, to gener var involveret i proteinsyntese og transport og et enkelt gen
kodede for en transkriptionel regulator. Uheldigvis var der ingen af disse gener som kodede for
enzymer eller andre proteiner der kunne bruges til udvikling af en testmetode til vurdering af
aktiviteten af L. lactis. Desuden var udbyttet i form af differentielt udtrykte gener meget lavere end
forventet.

Publicering af L. lactis genomet under projektet gjorde det muligt at forlade RFDD-metoden og
fortseette genekspressionsstudierne vha. microarray teknologi. Der blev produceret microarrays med
oligonukleotid DNA prober som repreesenterede 40 gener (Tabel 2). DNA proberne blev valgt udefra
RFDD- og 2D-PAGE resultater samt pé basis af litteratur studier af hvilke proteiner der kunne
formodes at have et hojt ekspressionsniveau og/eller vare differentielt udtrykt. Der er ogsa udviklet en
metode som omfattede praparation og markning af target cDNA samt hybridisering af market cDNA
til microarrays. Dette blev gennemfort i samarbejde med seniorforsker Mette Boye, Danmarks
Fadevare- og Veterinerforskning, som ogsa stillede udstyr til radighed.

Relativ genekspression blev bestemt ved at udregne forholdene mellem intensiteter af de enkelte
signaler normaliserede til totale intensitetsaflaesninger. Middelveardier af log-transformerede forhold
beregnet i fire uathengige eksperimenter er vist 1 Figur 4.

Forskelle i ekspressionsprofiler mellem den tidlige fase og den stationare fase var mest tydelig. Flere
af generne involveret i purin- og pyrimidinomdannelse blev opreguleret mere end 8 gange (guaB, pyrB
og purA). Et antal af generne, nemlig purd, purH, gapA, glyA og pdhA, blev desuden induceret mere
end 2 gange 1 den tidlige nelefase sammenlignet med den eksponentielle vaekstfase.
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Figur 4: Genekspression bestemt vha. microarrays. Relativ genekspression przesenteret som log transformerede
ratios af signalintensiteter malt i den tidlige fase i forhold til den eksponentielle (Lag/Exp) og den stationzre fase
(Lag/Stat). Gennemsnitsveerdier fra fire uathaengige eksperimenter og standardafvigelser er vist. De stiplede linier
afgraenser 2-fold forskel i ekspressionen. Gener er grupperet efter deres funktion: 1 - nukleotidbiosyntese; 2 -
posttranslationel modificering; 3 - celledeling; 4 - kulhydrat metabolisme; 5 - co-enzymmetabolisme; 6 - translation;
7 - aminosyremetabolisme; 8 - transkription; 9 - energiproduktion og -omdannelse; 10 - signaltransduktion; 11 -
DNA replikation og rekombination; 12 - ion transport.

En god overenstemmelse imellem tidlig gen- og proteinekspression blev konstateret for PurA, GuaB,
GroEL, DnaK, FusA, FtsZ, PepT, CcpA, and GlyA.

Pé grundlag af disse resultater valgtes enzymet adenylosuccinate synthetase (ASS), kodet af genet
purA, til afprevning 1 et videre modelforseg. ASS var kraftigere udtrykt i den tidlige nelefase 1 bade
syntetisk medium (SA) og rekonstitueret skummet melk (RSM). Proteinekspressionsniveauet var
opreguleret mere end 4 gange 1 forhold til bade eksponentiel og stationar fase. Genekspressionen var
ogsé forhgjet 1 begge tilfeelde; mere end 2 gange i forhold til eksponentiel fase og mere end 8 gange i
forhold til stationaer fase. Ydermere er ASS et velundersogt enzym med tilgeengelige metoder til
aktivitetsmélinger. Enzymet katalyserer omdannelsen af inosinmonofosfat til adenylosuccinate, det
forste trin 1 biosyntesen af adenin nukleotider.

2.3 Validering af hurtigmetoder

Som beskrevet i Tabel 1 er der en overordentlig god sammenhang imellem antallet af kolonidannende
enheder (CFU) og antallet af celler, der opretholder en pH-gradient bestemt ved FRIM (pH;-méling)
Denne metode vil derfor vere at foretrakke til forudsigelse af syrningsforleb; men hvis den skal
udvikles til brug pd mejerier, vil det sandsynligvis kraeve udvikling af et lille robust flowcytometer med
dobbelt excitation, som hurtigt og precist vil kunne kvantificere antallet af bade levende og dede

celler. Selvom denne metode derfor ville vere et naturligt forstevalg, har vi i1 projektet ogsé valideret de
to andre hurtigmetoder, APT og ASS-metoden.
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2.3.1 Sammenligning af Acidification Power Test (APT) og syrningshastighed

Acidification Power Test (APT) er en simpel test, som 1 al sin enkelthed bygger pa maling af
syredannelsen i vand med tilsat laktose, og metoden kraever derfor kun et pH-meter. Da et stort antal
aktive celler vil give et hurtigt pH-fald kan man altsd estimere det totale antal aktive celler. Metoden
var oprindeligt udviklet til geer, og efter visse modifikationer vil den kunne finde generel udbredelse i
mejeribruget. Tidligere forsog med APT viste at metoden gav gode praediktioner af syrningsaktiviteten
af meget syretolerante starterkulturer (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus). Ved undersggelse
af L. lactis er det nodvendigt at afkorte analysetiden fra 10 min til 3-4 min, idet det er den line@re
syreproduktion i APT som kan korreleres til den linezre syreproduktion i en traditionel syrning (Figur
5). Hvis man forst afleser APT efter 10 min, bliver forskelle imellem aktive kulturer og mindre aktive
kulturer udjevnet, fordi syreproduktionen ogsa i aktive kulturer nedsattes ved lavt pH. Konklusionen
m4i derfor vaere at APT giver brugbare resultater, hvis man kender starterkulturens syrefelsomhed, og
bruger samme stamme.

APT Syrning i maelk
6.50 6.50 .
| |
m |~ Frossen ) -
: m . FTH e
IS — n -
. . .
6.00 <~ \:7+FTL 6.00 —
\ - \:V%t""'t,, — : *
~a. T m .
5.50 R 550 =
= \ . B z \
5,00 . 5,00 | " Frossen .
. ~FTH .
+FTL =
= =
] n
n -
4.00 ‘ — 4.00 ‘ "
0 2 4 2 4 6
min timer

Figur 5: Sammenligning af APT og syrningshastighed. Hvis man sammenligner syreproduktionen efter ~3,5 min i
APT, korrelerer det med syrningsforlebet efter ~4 timer. Bestemmelsen af APT ber foretages pa det tidspunkt hvor
en sund starterkultur begynder at blive si pavirket af sin egen syreproduktion af syredannelseshastigheden
mindskes. Kulturerne er de samme som omtalt i Tabel 1, hvor FTL og FTH er henholdsvis fryseterret ’let” og

fryseterret “hardt”.
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2.3.2 Afprevning af adenylosuccinate synthetase som en fysiologisk indikator af
kulturens aktivitet (ASS-Metoden)

Et modelforseg blev udfort for at undersege om meaengden af nydannet (ASS) kan anvendes som en
indikator for syrningsaktivitet.

Celler med en hgj viabilitet bestemt ved kimtal blev igen fremstillet via nedfrysning ved -80 °C mens
en kultur med lavere viabilitet igen blev opndet ved en fryseterring af de frosne celler. Som det ses 1
Tabel 3 er der ca. en fire-fold reduktion i bade kimtal og ASS aktivitet, og pH-faldet under syrning i
RSM er voldsomt reduceret i proven med lav viabilitet/aktivitet. Resultaterne af dette forseg indikerer
derfor, at man ogsa vha. et enzym-kit kan opnd en god forudsigelse af syrningshastigheden.

Tabel 3: Sammenligning af kimtal og aktivitet af adenylosuccinate synthetase (ASS)

Kulturer Viabilitet (kimteelling) | Activitet af ASS pH i RSM efter 5 timer
pumol/min per mg protein

Frossen 8.32:10° 68 5.75

Frysetorret | 2.25-10° 15 6.20

3. Konklusion

Resultaterne af projektet har vist, at det er muligt at forudsige den fysiologiske status af starterkulturer
ved hjelp af flere forskellige hurtigmetoder.

e Intracelluler pH i enkeltceller giver den mest detaljerede beskrivelse af en starterkulturs
fysiologiske status. Metoden er imidlertid s& kompliceret at den sandsynligvis ikke kommer til at
blive implementeret pa de enkelte mejerier for et dedikeret apparat bliver udviklet (f.eks. et
flowcytometer). Derimod kunne man forestille sig at anvende metoden pa sterre centrale
laboratorier, og under optimering af starterkulturproduktion.

e APT kan forudsige syrningshastigheden af en given kultur. Metoden kraver justering fra kultur til
kultur.

e ASS-aktivitet vil kunne udvikles til et kit, som vil fortelle hvorledes kulturen responderer pa
inokulation 1 malk. Dette er selvfolgelig endnu tettere pa virkeligheden; men udover disse
muligheder har protein- og genekspressionsarbejdet generelt belyst, at nukleinsyremetabolisme er
en vigtig tidlig begivenhed, nér L. lactis podes 1 malk.

Det konkluderes, at de overordnede mal for projektet er opfyldt, og ny viden om fysiologi, gen- og
proteinekspression i L. lactis er blevet genereret til fordel for dansk mejeribrug generelt.

4. Perspektivering

Projektet har tilfert ny viden om hvilke intracelluleere parametre der har betydning for aktiviteten af en
starterkultur. Der er fremkommet resultater og udviklet metoder, som med {4 justeringer kan anvendes
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af mejeribruget, og implementeres pé ethvert mejeri. Derudover belyser malingerne af intracelluler pH,
at kulturproducenterne ofte leverer kulturer med mange bdde levende og dede celler. Ved anvendelse af
ger til glproduktion, anses dede celler for en kvalitetsforringende faktor, og det kunne sandsynligvis
vare af interesse for mejeribruget at belyse hvorvidt tilstedevarelsen af mange dede celler ogsa i
mejeriprodukter har en negativ indflydelse pa den endelige produktkvalitet.

5. Relationer til andre mejeriprojekter

Projektet er en videreforelse af et tidligere FOTEK-projekt pA KVL omhandlende “early events 1
starterkulturer”. Derudover har projektet forbindelse til mange igangverende projekter om brug af L.
lactis som er medfinansieret af Mejeribrugets ForskningsFond. De igangvarende projekter er alle med
til at klarleegge hvilken betydning, starterkulturens fysiologiske status har for kvaliteten af det feerdige
produkt, ligesom forskellige tiltag til kvalitetsoptimering bliver undersogt.
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