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Sammendrag

Det produseres arlig rundt 2000 tonn pinnekjgatt i Norge med en verdi pa over 400 millioner
kroner. 1 2013 matte Nortura SA tilbakekalle over 230 tonn pinnekjgtt fra markedet pa grunn
av muggsopp pa deler av partiet. Muggsopp er ansett som den viktigste arsaken til gdeleggelse
av spekemat. For & kunne oppdage ugnsket muggsopp pa et tidlig stadium vil det veere behov
for mer effektive metoder for identifisering. Det vil ogsa veere nyttig med kunnskap om utvalgte
muggsoppers egenskaper som eventuelt kan benyttes for 8 hemme eller hindre oppvekst av slik

problemmugg.

Malet med denne oppgaven var & undersgke hvor fglsomme metodene «Fourier Transform
Infrared Spectroscopy» (FT-IR) og «Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-
Flight Mass Spectroscopy» (MALDI-TOF MS) er for klassifisering av problemmugg isolert fra
spekematindustrien, samt & undersgke hvordan ulike vekstbetingelser som frysing, innhold av
salt (NaCl) og ulik fuktighet pavirker artene Penicillium solitum, Penicillium nordicum og

Penicillium chrysogenum.

| denne studien ble det benyttet til sasmmen 142 isolater til klassifisering med FT-IR og MALDI-
TOF. Resultatene for FT-IR metoden viste et samsvar pa 92,2 % artsniva og 99,5 % pa
slektsniva mellom metoden og tidligere identifisering med tradisjonell metode. 36 av 59 isolater
ble Klassifisert med hgy grad av identifikasjon med MALDI-TOF, men bare ni av disse ble
klassifisert i samsvar med den tidligere identifiseringen med tradisjonell metode og/eller
sekvensering. | vekstforsgkene ble det malt radius av koloniene for & dokumentere veksten
under de forskjellige betingelsene, samt at det ble tatt bilder av koloniutseende. Av artene viste
resultatene at P. solitum ble mest hemmet av saltkonsentrasjonene i forhold til kontrollen, men
hgyere saltkonsentrasjon ga minst vekst for alle isolatene. Det ble ogsa vist at isolatene ble
hemmet av frysing, og de som ble fryst tre dager etter inokulering ble mest hemmet. Innfrysning

rett etter inokulering ga isolatene mer «strgvekst» enn isolater fryst tre dggn etter inokulering.

Identifisering av muggsopp med FT-IR og MALDI-TOF viste lovende resultater, men det
mangler tilstrekkelig databaser for & gjgre klassifiseringen god nok. Forandring i
vekstbetingelsene til P. solitum, P. nordicum og P. chrysogenum pavirket isolatene i forskjellig

grad, og alle ble til dels hemmet av bade salt (NaCl) og frysing.



Abstract

Annually it is produced around 2000 tonnes of “pinnekjott” in Norway with a value of over 400
million Norwegian kroner. In 2013, Nortura SA had to recall over 230 tonnes of “pinnekjott”
from the market due to mould growth on the product. Mould growth is considered the main
cause of spoilage of dry-cured meat. In order to detect unwanted growth of mould at an early
stage, more efficient methods of identification will be needed. It will also be helpful with
knowledge of selected properties of mould that may be used to inhibit or prevent the growth of

spoilage fungi.

The aim of this study was to investigate how sensitive Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FT-IR) and Matrix-Assisted Laser Desorption / lonization Time-Of-Flight Mass Spectroscopy
(MALDI-TOF MS) are for the classification of unwanted mould isolated from the food
industry, as well as investigating how different growth conditions such as freezing, salt content
(NaCl) and different humidity the species Penicillium solitum, Penicillium nordicum and

Penicillium chrysogenum.

In this study, 142 isolates were used for classification with FT-IR and MALDI-TOF. The results
for the FT-IR method showed a compliance of 92.2% species level and 99.5% at genus level
between the method and earlier identification using traditional methodology and/or sequencing.
36 out of 59 isolates were classified with a high identification with MALDI-TOF, but only nine
of them were identified in accordance with the previous identification with traditional method
and / or sequencing. In the growth experiments, the radius of the colonies was measured to
document the growth under the various conditions, and photographs of the appearance of the
colonies were taken. Among the species, the results showed that P. solitum was inhibited the
most by the salt concentrations compared to the control, but higher salt concentrations gave less
growth for all isolates. It was also shown that the isolates were inhibited by freezing and those
who were frozen three days after inoculation were most inhibited. Freezing immediately after

inoculation resulted more scattered growth than isolates frozen three days after inoculation.

Identification of spoilage fungi with FT-IR and MALDI-TOF showed promising results, but
there are insufficient databases to make the classification good enough. Changes in the growth
conditions of P. solitum, P. nordicum and P. chrysogenum affected the isolates in different

degree, but all were partly inhibited by both salt (NaCl) and freezing.
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1 Introduksjon

1.1 Spekemat og pinnekjgtt

Tarking og salting av kjett har lange tradisjoner i Norge og regnes som en av de viktigste
konserveringsmetodene i historien. Spekemat er ofte betegnelsen nar et kjettrastoff blir
konservert ved tarking og/eller salting. Kjettet blir som regel saltet fgr det blir terket
(Riddervold 1993). Spekemat kan for eksempel vaere spekeskinke, fenalar, pinnekjgtt etc. Det
kan enten veere rgkt eller urgkt (Animalia 2009).

Det saltede ra kjettet blir gradvis terket under definerte betingelser, som temperatur og
fuktighet. Produktets egenskaper som pH og vannaktivitet (aw) er ulike for forskjellige
spekevarer. Dersom prosessen for speking er optimal sikrer den god kvalitet til produktet, og
tilstrekkelig holdbarhet ved romtemperatur hvis aw er under 0,90 (Animalia et al. 2007).
Spekeskinke og fenalar skal henges til speking pa et markt, luftig og kjalig sted. Disse
spekeproduktene spises uten noen form for varmebehandling (Riddervold 1993).

Pinnekjott er torket og saltet ribbe fra lam eller sau (Heberg 2016). Pinnekjgtt har sin
opprinnelse i det gamle norske bondesamfunn i omrader med stort sauehold som pa Vestlandet,
samt i enkelte bygder pd @stlandet og i Nord — Norge (Gilde.no u.a.-a). Pinnekjgatt er en
tradisjonell norsk rett og mange forbinder den med julehgytiden. Pinnekjgtt blir som regel
vannet ut fgr det blir tilberedt og skiller seg fra annen spekemat ved at det varmebehandles far
det blir spist (Hgberg 2016).

Pinnekjett har et hgyt innhold av fett, protein og salt. | pinnekjgtt kan naringsinnholdet variere,
men typisk kan det inneholde 35 g fett, 24 g protein og 9,4-11 g NaCl, alle per 100 g (Gilde.no
u.d.-a). | spekeskinke inneholder det vanligvis 12-22 g fett, 24-31 g protein og 7-8,5 g NaCl,
alle per 100 g (Gilde.no u.a.-b).

1.2 Muggsopp

Soppriket bestar av en stor gruppe organismer som blant annet inkluderer muggsopp og gjer
(Madigan et al. 2010). Soppene er pa lik linje med dyr og planter plassert i et eget rike, Figur 1

(Deacon 2006). Innen soppriket kan sa mye som 1,5 millioner arter eksistere og rundt 100 000



arter er beskrevet (Madigan et al. 2010). Sopp kan variere fra flercellede organismer som danner

hyfer til et mycel til encellede gjeerceller (Deacon 2006).
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Figur 1. Et fylogenetisk tre, som viser noen av de store gruppene av organismer. Soppriket (Fungi) er ringet rundt, og gruppen
er nermest planteriket («plants») og dyreriket («animals») (Deacon 2006).

Muggsopper kan veere til bade nytte og til skade, og det finnes utallige arter i verden med ulike
funksjoner (Deacon 2006). De finnes overalt i naturen og har viktige gkologiske roller som
saprotrofer, som vil si at de vokser pa ikke-levende materialer, eller lever i symbiose med andre
organismer eller at de er parasitter (Webster & Weber 2007). Muggsopper er viktige nedbrytere
i naturen (Deacon 2006) og de har en avgjarende rolle i mineraliseringen av organisk karbon
(Madigan et al. 2010). Noen produserer giftstoffer som kan gi sykdom til dyr og mennesker, og
noen kan vere arsak til at avlinger gar tapt. Men muggsopper er ogsa til nytte i matindustrien
og til produksjon av antibiotika (Deacon 2006). Til blant annet ost blir arter som Penicillium
roquefortii og Penicillium camemberti benyttet, og til salami blir Penicillium nalgiovense
benyttet (Gravesen et al. 1994).

1.3 Penicillium spp.

Sekkesporesoppene, Ascomycota, er den stgrste gruppen med ca. 64 000 kjente arter innenfor
soppriket. De fleste slekter innen sekkesporesoppene er muggsopp som produserer hyfer med
regelmessig septa (Moore et al. 2011). Penicillium og Aspergillus er velkjente slekter innenfor
orden Eurotiales. De fleste er anarmorfe som vil si at de har en aseksuell livssyklus.
Penicillium kan forekomme pa alle typer lagrede produkter, og sporene finnes overalt i lufta

(Webster & Weber 2007). Sporene blir produsert for a spre muggsoppen, og er arsaken til



kontaminering av naringsmidler. Sporene er motstandsdyktige mot et bredt spekter av
ugunstige miljgforhold som for eksempel lav aw, hgye temperaturer og UV-straling, og de
frigjares som respons pa omgivelsene, nar de blir «trigget» (Nguyen Van Long et al. 2017).
Av en spore dannes det hyfe. Hyfene forgreiner seg bak hyfespissen som resulterer i et
myselium. Hyfene har apikal vekst og hovedkomponenten i hyfeveggen bestar oftest av chitin

(Deacon 1984), samt at veksten skjer i spissen (UiO.no 2011).

Taksonomien til Penicillium spp. er primart basert pa mikro- og makromorfologien og vekst
karakteristikk pa ulike medier. P4 bakgrunn av dette kan det vere vanskelig a skille mellom
arter som er neert relaterte (Gori et al. 2011). Penicillium arter kan tilpasse seg omgivelsene, og
sma forskjeller i naeringsstoff, temperatur, lys eller fuktighet kan veere avgjerende for hvilke
arter som etablerer seg. Noen ganger kan det veere vanskelig med sammenligninger mellom
studier (Visagie et al. 2014). Ved mikroskopering kan Penicillium spp. se ut som en pensel, og
aseksuelle sporer dannes i kjeder fra de forgrenede konidiebarerne, Figur 2. Penicillium arter

er oftest granne eller bla i fargen (snl.no 2017).

_Conidia

Figur 2. Et typisk utseende av en Penicillium art under mikroskop. Bilde: (Bylund 1995)



1.4 Penicillium spp. i spekematindustrien

| Norge er det ugnsket med muggsopp pa spekemat (Haseth 2012), og kontaminering med
muggsopp er ansett som den viktigste arsaken til kvalitetsgdeleggelse (Asefa et al. 2010). Det
produseres arlig rundt 2000 tonn pinnekjett i Norge med en verdi pa over 400 millioner kroner.
| 2013 matte Nortura SA tilbakekalle over 230 tonn pinnekjett fra markedet pa grunn av
muggsopp pa deler av partiet (Veterinarinstituttet.no 2015). Imidlertid er det mer vanlig med
bruk av muggkultur sgr i Europa, i land som for eksempel Spania, Italia og Frankrike (Sunesen
& Stahnke 2003). For eksempel i Spania er husfloraen hovedkilden til kontaminering av

spekemat (LOpez-Diaz et al. 2001).

Muggsopp kan finnes i produksjonslokaler for spekemat, noe som kan kontaminere produkter
under produksjon. Muggsopp som kontaminerer produkter er ofte de som trives godt ved lav
aw som for eksempel xerofile sopp (Animalia 2009; Asefa et al. 2010). Kontaminering med
muggsopp kan gi gkonomiske konsekvenser og ugnskede effekter som bismak, udelikat

utseende og dannelse av giftstoffer (Scaramuzza et al. 2015).

De oftest registrerte artene isolert fra forskjellige kjattprodukter kommer fra Penicillium spp.
og Aspergillus spp. (Jay 1987). Den dominerende soppfloraen i spekevarer er fra Penicillium
slekten (Pitt & Hocking 1999). | begynnelsen av en fermenteringsprosess er det gjer som er
mest dominerende pa overflaten av spekevarer, men etter noen uker er det muggsopper som
Penicillium olsonii, Penicillium chrysogenum og Penicillium solitum som dominerer
(Filtenborg et al. 1996).

| Tabell 1 er et utvalg av muggsopp isolert fra spekematindustri vist. De hyppigst isolerte
muggsoppisolatene var blant annet Penicillium brevicompactum, P. solitum og P.

chrysogenum.

Tabell 1. Utvalg av muggsoppisolater isolert fra produkt, sted etc.

Sted eller produkt Isolerte muggsopparter Referanse
Spekevarer Penicillium nalgiovense, Penicillium Ferrara et al. (2016)
chrysogenum, Penicillium olsonii,
Penicillium solitum og Penicillium salamii
Spekevarer og sjgsalt Penicillium nordicum Sonjak et al. (2011b)
Norske spekevarer P. nalgiovense, Penicillium solitum, Asefa et al. (2010)
Penicillium crustosum og Penicillium
chrysogenum
Greske palser Penicillium solitum Papagianni et al. (2007)
Fransk spekeskinke Penicillium solitum Tabuc et al. (2004)




R4 skinke under modning Penicillium verrucosum, Penicillium Pitt og Hocking (1999)
chrysogenum, Penicillium brevicompactum
og Penicillim expansum
Nord-Italia og Syd- Penicillium solitum, Penicillium lacumin et al. (2017)
@Dsterrike chrysogenum, Penicillium brevicompactum
og Penicillium commune
Produksjonsanlegg Penicillium brevicompactum og Penicillium Sorensen et al. (2008)
spekemat og pate solitum
Produksjonsanlegg Penicillium nordicum, Penicillium solitum og | Castellari et al. (2010)
Argentina Penicillium chrysogenum
Spania Penicillium olsonii og Penicillium commune | Lépez-Diaz et al. (2001)
Fuktige bygninger Penicillium chrysogenum, Penicillium Gravesen et al. (1994)
expansum og Penicillium brevicompactum

1.4.1 Penicillium solitum

Penicillium solitum er en muggsopp som er assosiert med kontaminering av harde oster,
leverpostei og kjettprodukter, og arten kan veere patogen for epler. Den har ogsa vert isolert fra
kjgttprodukter fra Feergyene (Samson et al. 2004a). Penicillium solitum er halo- og
psykotolerant, og vokser godt ved lave temperaturer. Arten har ingen vekst eller vokser darlig
ved 30 °C, og kan tolerere lave pH verdier og ganske lav vannaktivitet. Penicillium solitum

ligner pa arten P. commune (Samson et al. 2010).

1.4.2 Penicillium nordicum

Penicillium nordicum er en art som kan kontaminere et bredt spekter av proteinrik mat. Den er
ofte isolert fra spekeskinke og spekepglse. Penicillium nordicum kan vokse godt ved lave
temperaturer som 15 °C, og ved gkt saltinnhold som 5 % NaCl. Arten er derfor ofte isolert fra

nedkjelt og saltet proteinholdige matvarer (Sonjak et al. 2011b).

Penicillium nordicum og P. verrucosum kan produsere giftstoffet okratoksin A (OTA). Disse
to artene er fylogenetisk relaterte og de har sveert like morfologiske egenskaper. Penicillium
verrucosum er primert funnet pa korn, mens P. nordicum er mest isolert fra spekemat.
Penicillium nordicum har blitt isolert fra luft i produksjonslokaler for kjgtt (Sonjak et al. 2011b),
og ogsa funnet i rent salt (NaCl). I studien til Rodriguez et al. (2014) ble det viste at tre stammer
av OTA produserende P. nordicum vokste bedre pa 22 % NaCl (0,87 aw) enn pa 10 % NaCl
(0,94 ayw). Pa grunn av lang modningstid for spekemat er forurensning med OTA en risiko pa

spekevarer (Rodriguez et al. 2014).



1.4.3 Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum finnes vanligvis innendgrs i lufta, og er ofte isolert fra fuktige
bygninger fra for eksempel veggtapet. Penicillium chrysogenum har optimum temperatur for
vekst ved 23 °C, men arten kan vokse i temperaturomrade mellom 5-37 °C (Gravesen et al.
1994). Penicillium chrysogenum kan produsere penicillin (Frisvad & Samson 2004). Den ble
tidligere kjent som Penicillium notatum som den farste produsenten av antibiotika. Penicillium
chrysogenum kan ogsa produserer andre metabolitter som alkaloids roquefortine C, meleagrin
og chrysogin (Gravesen et al. 1994). Penicillium chrysogenum kan bli benyttet som startkultur,
men ettersom noen stammer kan produsere penicillin bgr det gjgres grundige undersgkelser far
bruk (Sunesen & Stahnke 2003).

1.5 Vekstbetingelser for muggsopp

Matvarer inneholder mange neringsstoffer som kan gi et rikt vekstmiljg for mikroorganismer
som muggsopper. Faktorer som vannaktivitet, prosessering, lagringstemperatur, innhold av
neeringsstoffer og konserveringsteknikker kan ha en betydning for veksten (Pitt & Hocking
1999). Det ma veere tilstrekkelig vekstvilkar for at muggsoppene skal vokse og de ulike
faktorene kan variere fra art til art (Filtenborg et al. 2000). Temperatur og vannaktivitet er
rapportert som de viktigste arsakene til vekst av muggsopp pa spekeprodukter (Asefa et al.
2010; Lopez Diaz et al. 2002).

De fleste muggsopper krever oksygen tilgang for & vokse, og hvis forholdene ligger til rette kan
de vokse overalt. Muggsopper kan vokse i pH omradet fra rundt 2-11, en vannaktivitet fra rundt
0,62 — 0,995 og i et temperaturomrade fra -10 °C til rundt 60 °C (Jay 1987). Miljgbetingelsene
som er i produksjonsanleggene for spekevarer kan fremme veksten til den opprinnelig flora pa

overflaten av produktene (Ferrara et al. 2016).

1.5.1 Neringsstoffer

All muggsopp er heterotrofe (kjemo-organotrofe) og de krever organisk materiale som bade

kan vaere energikilde men ogsad karbonkilde for cellesyntesen. Muggsopper fordayer ikke



naringsstoffer men de absorberer de utenfra ved a frigjare ekstracellulere enzymer til miljget
slik at de blant annet kan absorbere komplekse karbohydrater (Deacon 1984). Muggsopper kan
bruke aminosyrer som en karbonkilde, og kan vokse pa produkter som er rike pa proteiner og
uten karbohydrater. Dermed kan muggsopper benytte spekemat som substrat (Filtenborg et al.
2000).

1.5.2 Temperatur

Majoriteten av Penicillium arter vokser best mellom 20-30 °C, og til rutine analyser er det 25
°C som blir benyttet. Optimalt temperatur-omrade for Penicillium arter er 25-30 °C, og

maksimal temperatur er 28-35 °C (Filtenborg et al. 2000).

Arter av Penicillium er ofte assosiert med gdelagte neeringsmidler lagret ved lave temperaturer
(Moss 1987), og de fleste er i stand til & vokse ved 5 °C (Frisvad & Samson 2004). | en studie
har det blitt vist at arter som Penicillium crustosum, Penicillium expansum, Penicillium
verrucosum, P. brevicompactum og P. chrysogenum er i stand til & vokse ved lave temperaturer
som 5 °C i lgpet av sju dager (Moss 1987). Noen Penicillium arter kan vokse raskere ved 15 °C
enn ved 25 °C, som blant annet er Penicillium bialowiezense og P. verrucosum. Artene som
vokser darlig ved 30 °C inkluderer blant annet Penicillium commune, P. solitum, P.
bialowiezense, P. nordicum og P. verrucosum, P. brevicompactum, P. olsonii og P. expansum
(Frisvad & Samson 2004).

1.5.3 Vannaktivitet

Vannaktivitet (aw) er et mal for fritt vann i naeringsmidler. Det frie vannet kan vere tilgjengelig
for vekst av mikroorganismer (Filtenborg et al. 2000). Penicillium arter omfatter en stor gruppe
som kan vokse ved en vannaktivitet under 0,85 (Moss 1987). Eksempler pa arter er vist i Tabell
2. Penicillium arter kan ogsa tale 5 % NaCl godt. Arter som vokser raskere pa medium med 5
% NaCl enn uten NaCl er blant annet P. brevicompactum, P. olsonii, P. chrysogenum, P.
solitum, P. nordicum og P. verrucosum. Penicillium chrysogenum (blant annet) er vanlig i tarre
habitater og kan opprinnelig kommet fra grken habitat og salt jord. Penicillium chrysogenum
har blitt funnet pa matvarer med lav vannaktivitet som for eksempel saltet kjgtt, men den har

ogsa blitt isolert fra vanlig innendgrs luft miljeer (Frisvad & Samson 2004).



Tabell 2. Minimum vannaktivitet for vekst av ulike utvalgte muggsopp (Moss 1987).

Arter Minimum aw for vekst
Penicillium expansum 0,82
Penicillium corylophilum 0,80
Penicillium brevicompactum, Penicillium chrysogenum | 0,78

1.6 Toksinproduksjon

Noen muggsopper kan produsere sekundare metabolitter, som ikke er ngdvendig for
muggsoppens vekst og reproduksjon. Sekundaere metabolitter kan for eksempel veere giftstoffer
og penicillin som produseres gjennom naturlige reaksjonsveier i muggsoppene. Metabolittene
som produseres er avhengig av den naringen som muggsoppen har tilgang pa (Bondegaard
2016).

De fleste kjente giftstoffene er produsert fra arter innen slektene Aspergillus, Penicillium,
Fusarium og Alternaria. For eksempel Okratoksin A (OTA) er kreftfremkallende og blant annet
produsert av P. verrucosum og P. nordicum. Penicillium nordicum har blitt isolert fra
kjalelagret kjatt og osteprodukter (Frisvad & Thrane 2004). Penicillium nordicum er ansett som
den viktigste OTA produserende arten som oftest er isolert fra spekemat (Lippolis et al. 2016).
Giftstoffene er i stand til & gi akutte og kroniske forgiftninger hos dyr og mennesker (Van
Egmond 2004). Okratoksin A akkumulerer spesielt i nyrene, og absorberes langsomt fra mage-
tarm kanal (Aune 2007).

Det er nar muggsoppen vokser ukontrollert at den kan danne giftstoffer som OTA.
Muggsoppene er avhengig av miljgbetingelser som fuktighet og temperatur for & produsere
OTA (Van Egmond 2004). | spekemat kan OTA komme direkte fra kontaminasjon fra
muggsoppen, eller det kan overfgres indirekte fra forurenset for igjennom dyr (Lippolis et al.
2016). Produksjon av OTA kan oppsta nar kontaminerte neeringsmidler blir lagret i fuktige
omgivelser. | tillegg til spekevarer kan OTA finnes i et bredt utvalg av neringsmidler som korn
og tarket frukt (Aish et al. 2004).

Det har blitt utfert en studie i Nord-Italia for & undersgke narvaeret av muggsopper som kan
produsere OTA pa overflaten av spekepglser. Det ble totalt isolert 757 stammer fra
spekepglsetarmene, det vil si fra overflaten av spekepglsene. Penicillium olsonii, P.
chrysogenum og P. verrucosum var av de hyppigst identifiserte artene. I studien ble OTA funnet
pa utsiden av spekepglsetarmene, mens tilstedeveaerelsen av OTA inn i Kkjgttet var under

deteksjonsgrensen (lacumin et al. 2009).



1.7 Allergener

Forekomsten av Penicillium og Aspergillus er ofte hgyere inne enn i uteluften, og de er ofte
knyttet til allergiske luftveis symptomer (Fischer & Dott 2003). Som tidligere nevnt er ogsa
noen arter penicillin produserende, hvor da penicillinet kan veere allergenet. De fleste
muggsopper har evnen til & produsere sporer i store mengder. Nar en sa stor mengde sporer
frigjeres til den omgivende lufta blir sporene ansett som organisk stgv. Som alt annet stgv kan
dette feste seq til overflater eller det kan bli pustet inn av mennesker. Repeterende eksponering
med et stort antall av muggsporer kan gke risikoen for a utvikle spesifikke allergiske reaksjoner.
Muggsopper som P. roquefortii og P. camembertii kan forarsake astma ved mye eksponering
(Gravesen et al. 1994).

1.8 Identifisering av muggsopp

Muggsopp og sporer er ikke alltid synlige eller paviselige pa det stadiet nar problemene oppstar
(Gravesen et al. 1994). Det er vesentlig & kunne identifisere problematisk muggsopp pa et tidlig
stadium og skille disse fra tilfeldig kontaminering med muggtyper som ikke utgjar et problem
pa produktet (Animalia 2009).

Muggsopp blir vanligvis identifisert med tradisjonelle fenotypiske metoder, som er basert pa
makroskopiske og mikroskopiske egenskaper. Disse fremgangsmatene er bade tid- og
arbeidskrevende samt at de noen ganger ikke er tilstrekkelig ngyaktig. Det kreves kunnskap og
kompetanse for & utfere en morfologiske analyse av sopp (Lecellier et al. 2014). Molekyler
metode er ogsd brukt for identifisering, og sekvensering av DNA er hyppigst brukt. For
Penicillium spp. er det sekvensering av p-tubulin lokus (gitt gen) som er anbefalt (Samson et
al. 2010). De molekylere metodene er mer spesifikke og palitelige, men samtidig er de dyre,
tidkrevende og krever spesialkompetanse (Lippolis et al. 2016). Det er ogsa ofte mulig a
observere muggvekst pa produktet med det blotte gye ettersom muggveksten normalt skjer pa
overflaten men ogsa pa grunn av stgrrelsen pa muggkolonien (Samson et al. 2004c). Det vil pa
bakgrunn av fordeler og ulemper med tradisjonelle og molekylere metoder fremdeles vare

behov for nye metoder til identifisering av muggsopp.



1.9 Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR

«Fourier transform infrared spectroscopy» (FT-IR), har i de senere ar fatt oppmerksomhet som
en rask metode for identifisering av muggsopp (Shapaval et al. 2013). Det er en anvendelig
metode som ogsa kan brukes til analyser av faste stoffer, veesker og gasser (Santos et al. 2010).
Den har et potensiale til & bli brukt som rutinemetode pa kontrollaboratorier (Shapaval et al.

2013) og kan ogsa bli anvendbar i industriell ssmmenheng (Lecellier et al. 2014).

Helt siden 1950-arene har det blitt benyttet infrargd spektroskopi (IR) til klassifisering av
mikroorganismer (Mariey et al. 2001). FT-IR er en teknikk basert pa vibrering av atomer i et
molekyl. Atomene kan vibrere pa forskjellige mater, avhengig av molekylets natur. Det skjer
for eksempel nar den kjemiske bindingen absorberer infrargdt lys, Figur 3 (Nawrocka &
Lamorsk 2013).

\v/ \V/ v v v v
Figur 3. Molekyler som vibrerer pa varierende mate nar den kjemiske bindingen absorberer det infrargde lyset. Fra venstre

mot hgyre: Symmetrisk strekking, asymmetrisk strekking, vridning, «wagging», «rocking» og saksing (Nawrocka & Lamorsk
2013).

Prinsippet for FT-IR er at en prgve inneholder ulike molekyler som absorberer infrargdt lys i
forskjellig grad. Det kan oppnas unike spektre som gir molekylere “fingeravtrykk'. Et
absorpsjonsspektrum av muggsopp er illustrert i Figur 4, som viser soppenes innhold av
makromolekyler som nukleinsyrer, proteiner, lipider, polysakkarider etc. Kjemiske bindinger i
et molekyl kan bestemmes ved tolkning av det infrargde absorpsjonsspektrumet (Santos et al.
2010).
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Figur 4. Karakteristisk ubehandlet absorpsjonsspektrum av muggsopp. De molekylere bindingene er angitt med deres
biomolekylare navn. 6 = baying og v = strekking (Lecellier et al. 2015).

De grunnleggende komponentene i et FT-IR spektrometer er ifglge Stuart (1997) og Stuart
(2004): Lyskilde — Interferometer — Preove — Detektor — Forsterker — Omformer (analog

til digital) — PC for Fourier transform (Figur 5)

Bevegende speil

iy

Detektor

g

Fast speil H

Provekammer

Lyskilde

Figur 5. De grunnleggende komponentene i et FT-IR spektrometer (Liu et al. 2015)

Et interferometer blir brukt for & analysere materialet som blir bestralt. En infrargd strale gar
inn i prgvekammeret, hvor det enten blir helt eller delvis absorbert eller reflektert av
prgvematerialet. Lys-stralen treffer detektoren for en endelig maling og signalet blir digitalisert
og sendt tilbake til en pc (Santos et al. 2010). Det er i datamaskinen at den matematiske metoden

Fourier-transformasjon finner sted (Stuart 1997).

FT-IR foregar i omradet mid-infrarad som er fra 4000 — 400 cm™. Omréadet omfatter fire
regioner: 1500 — 600 cm™: Fingeravtrykks-regionen, 2000 — 1500 cm™: Dobbeltbinding-
regionen, 2500 — 2000 cm™*: Trippelbinding-regionen og 4000 — 2500 cm™*: X-H strekking-

regionen (Nawrocka & Lamorsk 2013).
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1.10 ldentifisering av muggsopp med FT-IR

Det har blitt utfert studier som viser at identifisering av muggsopp med FT-IR virker lovende.
Identifisering av muggsopp med FT-IR er mer kompleks og falsom, og ikke sa robust som den

er for bakterier og gjeer (Shapaval et al. 2013)

Blant annet i studien til Shapaval et al. (2010) ble det utviklet en protokoll for identifisering av
muggsopp. | denne studien ble muggsoppen dyrket i buljong som gjar at sporer produseres pa
et senere tidspunkt. Ettersom sporer er hydrofobe kreves det en forbehandling med for eksempel
etanol som kan pavirke IR-spektrene (Shapaval et al. 2010). Et mycel har mer spesifikke og
komplekse biokjemiske sammensetninger enn sporer, som gjgr at det er egnet til en FT-IR

analyse (Lecellier et al. 2014).

Identifisering av muggsopp med FT-IR ble utfert i en studie av Lecellier et al. (2014) som viste
at 98,97 % ble klassifisert korrekt pa slektsniva, og 98,77 % ble klassifisert korrekt pa artsniva.
| en annen senere studie utfert av Lecellier et al. (2015) ble det benyttet en database med 288
stammer for & identifisere 105 forskjellige arter. Studien viste at 99,7 % ble korrekt klassifisert
pa slektsniva, mens 92,3 % ble riktig klassifisert pa artsniva. | samme studie ble det ogsa utfert
en blindtest der 101 av 105 stammer ble klassifisert riktig (Lecellier et al. 2015). Lecellier et al.
(2015) antydet ogsa at FT-IR ikke er a betrakte som et alternativ til eksisterende metoder, men

kan benyttes som et supplement for a identifisere muggsopp i en tidlig fase.

For FT-IR analysen kreves det et bibliotek med referansespekter av de muggsoppene man vil
identifisere. Utfordringen ved bruk av et slikt bibliotek er hvis arten ikke finnes i biblioteket,
vil den bli tilskrevet en art som ligger nermest og dermed vil det bli gitt feil identifikasjon
(Lecellier et al. 2015). For & analysere og klassifisere muggsopp med FT-IR benyttes det
forskjellige statistiske metoder som for eksempel «Partial Least Squares Diskriminant Analyse»
(PLS-DA) (Lecellier et al. 2015), «Hierarchical Cluster Analysis» (HCA) eller «Principle
Component Analysis» (PCA) (Mariey et al. 2001).

12



1.11 Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight Mass Spectroscopy,
MALDI-TOF MS

«Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight Mass Spectroscopy» (MALDI-TOF)
er en annen metode for identifisering av mikroorganismer. P4 samme mate som FT-IR kan ogsa
MALDI-TOF gi unike fingeravtrykk (Carbonnelle et al. 2011).

MALDI-TOF fungerer pa den maten at pregvene blir bestralt med en laser. Matrixen som blir
tilsatt praven ekstraherer ut proteinene fra mikroorganismene, og nar laseren treffer praven
frigjer den intakte og ladede proteiner og peptider. Ettersom forskjellige proteiner og peptider
har ulik masse, vil ionene treffe detektoren til ulik tid (Bruker 2014). Det vil genereres et
spektrum for hver mikroorganisme som samsvarer med et referansespektrum, og gir

identifikasjon av mikroorganismen (Panda et al. 2015).

Valg av riktig matrix er avgjgrende for identifikasjon av muggsopp. Korrekt bruk av disse vil
fare til optimalt signal og mindre stay pa preven. De to mest brukte er 2,5-dihydroksybenzoacid
(DHB) og a-cyano-4-hydroxycinnamicacid (CHCA) (Lima & Santos 2017).

1.12 Identifisering av muggsopp med MALDI-TOF

| den senere tid har det ogsa vist seg at MALDI-TOF er en god metode for identifisering av
muggsopp som Aspergillus, Fusarium, Trichoderma og ulike gjertyper (Chalupova et al.
2014). Metoden har vaert mest benyttet til identifisering av bakterier i klinisk sammenheng (Del
Chierico et al. 2012; Rizzato et al. 2015). Metoden krever ingen forbehandling av prevene
(Carbonnelle et al. 2011).

| studien til Chen og Chen (2005) ble det identifisert sporer av Penicillium arter direkte ved
bruk av MALDI-TOF. Blant disse ble P. chrysogenum og P. expansum identifisert, som er

vanlig i luft. Artene ble ogsa identifisert med denne metoden i studien til Singhal et al. (2015).

Identifisering og Klassifisering av kvalitetsgdeleggende sopp krever en god database, for
eksempel BioTyperTM (Bruker Daltonics Inc., Bremen, Tyskland). Ribosomale proteiner blir
som oftest brukt som referanse molekyler for & sammenligne med ukjente proteiner i
organismen. Det er begrensninger for dekningen av taksonomien i kommersielle databaser til
MALDI-TOF. Databaser for muggsopp er mindre veletablerte og omfattende enn for bakterier
(Lima & Santos 2017).
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Ved bruk av MALDI-TOF til identifisering av muggsopp har det blitt observert variasjon
innenfor hver art og ogsa mellom replikater av samme isolat. For & gjere databasen robust ma
det inkluderes et starre antall isolater av samme art. Selv om MALDI-TOF er lovende gjenstar
det fortsatt arbeid for 4 klargjgre metoden til rutineidentifikasjon (Visagie et al. 2014).

1.13 Bakgrunn for studiene

Som tidligere nevnt i oppgaven er muggsopp ansett som den viktigste arsaken til
kvalitetsgdeleggelse av spekemat (Asefa et al. 2010). De vanligste muggslektene i
spekematindustrien er Penicillium, Aspergillus, Cladosporium og ulike gjersopp
(Veteringrinstituttet.no 2015).

Malene med denne studien er & undersgke hvor falsomme metodene «Fourier transform infrared
spectroscopy» (FT-IR) og «Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight Mass
Spectroscopy» (MALDI-TOF MS) er for identifisering av problemmugg fra
spekematindustrien. Det vil i denne oppgaven vare fokus pa Penicillium-arter og gdeleggelsen
den gjer pa spekemat med hovedfokus pa pinnekjgtt. Ulike vekstbetingelser som frysing,
innhold av salt (NaCl) og ulik fuktighet for artene P. solitum, P. nordicum og P. chrysogenum
er ogsa undersgkt i denne oppgaven for a kunne gi rad om mulig tiltak for a redusere veksten
av muggsopp.
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2 Materialer og metoder

2.1 Muggsoppisolater

Muggsoppisolater benyttet i denne studien er vist i Tabell 3. Det er benyttet 31 isolater fra
Aspergillus spp. og 111 isolater fra Penicillium spp. (Vedlegg 6.1). Isolatene ble hovedsakelig
isolert fra to produksjonssteder i 2015 og 2016, i tillegg ble noen isolater fra mykologi-
kartoteket pa Veterinerinstituttet (\/1) benyttet. Isolatene var pa forhand identifisert med

tradisjonell metode og/eller sekvensert (B-tubulin og ITS) av Veteringrinstituttet.

Tabell 3. Oversikt over isolater, opprinnelse og forsgk de er benyttet i.

Art Antall Kilde Opprinnelse Forsgk
isolat
per art
Penicillium solitum | 25 Fra anlegg A (2015 og 2016) Luft, skjeereavfall og spekeskinke FT-IR,
og B (2015 og 2016) MALDI-
TOF MS og
vekstforsgk
Penicillium 12 Fra anlegg A (2015 og 2016), Luft, pinnekjgatt, spekeskinke, FT-IR,
chrysogenum B (2015 og 2016), C (2006) og | ventilasjon, klimasone MALDI-
V1 (2007, 2014) TOF MS og
vekstforsgk
Penicillium 17 Fra anlegg A (2015), B (2015 Luft, spekemat, pinnekjgtt, vifte, vegg | FT-IR,
nordicum 0g 2016), C (2007) og VI MALDI-
(2014) TOF MS og
vekstforsgk
Penicillium 18 Fraanlegg A (2015 0g 2016) og | Luft, pinnekjatt FT-IR
brevicompactum B (2015 og 2016)
Penicillium olsonii 6 Fra mykologikartoteket (2006, | Luft, spekeskinke FT-IR
2011, 2015) og anlegg A
(2016)
Penicillium 7 Fra mykologikartoteket (2005, | Luft, spekeskinke, pinnekjatt FT-IR
commune 2007, 2015), anlegg A (2016)
og B (2016)
Penicillium 7 Fra mykologikartoteket (2007, | Luft, spekemat, salami FT-IR
corylophilum 2014,2015) og anlegg A
(2016)
Penicillium 6 Fra mykologikartoteket (2006, | Luft, spekeskinke FT-IR
crustosum 2014, 2015) og anlegg A
(2016)
Penicillium 6 Fra mykologikartoteket (2005, | Luft, spekeskinke, spekemat FT-IR
expansum 2007, 2015) og anlegg A
(2016)
Penicillium 7 Fra mykologikartoteket (2014, | Luft, stev, vegg FT-IR
decumbens 2015, 2016) og anlegg A
(2016)
Aspergillus spp. 31 Fra anlegg A (2015 og 2016) Luft, vegg, gulv, raykespon, tarmer, FT-IR og
og B (2015 og 2016) pinnekjatt MALDI-
TOF MS
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2.2 Oppbevaring av muggsoppisolater

Rene muggsoppisolater ble dyrket pa Malt Extract Agar (MEA, Oxoid, Basingstoke, England)
skaler i fem dager ved 25 °C. Agar med muggsopp ble sa skjert ut med en skalpell og overfart
til cryorer (VWR, Canada) med 1 ml 85 % glyserol (Merck, Darmstadt, Tyskland). Isolatene
ble lagret ved -20 °C frem til forsgk.

Alt arbeid har foregatt med sterilteknikk og i sterilbenk.
2.3 Medier

Alle medier ble tillaget etter oppskrift (Vedlegg 6.2). Mediene ble laget etter behov, og ble
oppbevart innpakket ved 4 °C inntil bruk.

24 FT-IR

For FT-IR-analysen i dette forsgket ble det benyttet en protokoll «Moulds industrial FUST
protocol» som er beskrevet i artiklene til Shapaval et al. (2010) og Shapaval et al. (2013).

For hvert isolat ble det gjort tre gjentak pa tre ulike dager. Isolatene fra 2016-aret hadde ett
gjentak. FT-IR analysen ble utfgrt pd Nofima, As.

2.4.1 Dyrking av mycel

Far hvert forsgk ble 1 pl prevemateriale fra cryorgrene overfart til tre punker pa Yeast Extract
Agar (YE, Oxoid). Skalene ble deretter inkubert i tre dggn ved 25 °C.

Det ble fylt 800 pl Malt Extract Broth, (MEB, Fluka, Sigma-aldrich, India) i «high-throughput»
96 branns mikrotiterplater type CR1496 (Enzyscreen.com u.a.). Deretter ble det fra hver koloni
pa YE-skalene tatt ca. 1 pl av mycelet og overfart til brgnner i mikrotiterplaten. Det ble unngatt
a ta med sporer. For hvert forsgk ble det brukt to mikrotiterplater og totalt seks replikater per

isolat. For negativ kontroll ble noen brgnner ikke inokulert.

Platene ble dekket med et universal lokk type CR1396 (Enzyscreen.com u.d.). Mikrotiterplatene

ble festet til en risteinkubator (Innova 40R, New Brunswick Scientific, Edison, New jersey,
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USA) med et festesystem CR1801 (Enzyscreen.com u.d.) og inkubert 48 * 2 timer ved 25 °C
ved 180 o/min.

2.4.2 Preparering av prgvematerialet

Platene ble sentrifugert 20 min. pa 4000 o/min. (Centrifuge 5810, Eppendorf, Hamburg,
Tyskland) og overskuddsmedium ble fjernet. 800 ul destillert og autoklavert H2O ble tilsatt og
vaskeprosedyren ble gjentatt tre ganger. For & homogenisere mycelet ble det tilsatt 60 pl med
H-0 etter tredje vask. Der det ikke var mulig a fjerne all overskuddsvaske ble det etterlatt ca.
60 ul vaeske fra siste vasking. Prgvene ble sonikert med en «tip-sonikator» (Qsonica Q55, USA)
i 10-20 sek. med en effekt pa 50 %.

Fra hver brenn i platene ble det overfert 8 pl homogen cellesuspensjon til en «IR-light-
transparent silicon» 384 - mikrotiterplate (Bruker Optik, GmbH, Tyskland), Figur6.

Det ble benyttet annenhver rekke og rad pa IR-platen, som B2, D2, B4, D4 osv. Ytterste rad og
kolonne ble ikke benyttet. Pragvene ble tgrket over natt i romtemperatur fer FT-IR analysen.
Platene ble vasket mellom hvert forsgk med 0,5 % «sodium dodecyl sulfate» (SDS) (Bio-Rad,

Hercules, USA) og isopropanol.

A B

Figur6. «IR-light-transparent Silicon» 384-mikrotiterplate (Bruker Optik GmbH, Tyskland) benyttet til FT-IR analysene.

FT-IR malingene ble utfart ved bruk av en «High Throughput Screening eXTension» (HTS-
XT) enhet koplet til en Tensor 27 spektrometer (begge Bruker Optik GmbH, Tyskland).

2.4.3 Dataanalyse

Programvaren Opus 6 ble benyttet. Spektrene ble tatt opp i en region mellom 4000 og 500 cm-
! med en spektral opplasning av 6 cm™ og en blenderdpning av 5,0 mm. For hvert spektrum ble
64 skanninger utfert. Mellom hvert spektrum ble det tatt en referansemaling av en ren brgnn pa

mikrotiterplaten.
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2.4.4 Statistikk

Statistikken ble utfgrt ved Nofima av Kristian Hovde Liland, og utfgrelsen er gjengitt under.

Det ble farst utfert en forbehandling av spektrene ved hjelp Savitzky-Golay-filtrering.
Forbehandlingen bestod av en modellbasert korreksjon av grunnlinje og intensitetsforskjeller
ved «Extended Mulitplicativ Signal Correction», videre ble ikke-informative omrader fjernet,
som vil si at regionene mellom 3000-2800 og 1800-800 ble beholdt.

Videre ble det beregnet kvadratavvik mellom gjennomsnittsspektrum og alle enkeltspektre, og
alle verdier hgyere enn 0,001 ble fjernet. Dette er hovedsakelig spektre som har sa svakt signal
at de blir veldig «rare» etter forbehandling. Det matte veere minst tre replikater av minst to

gjentak for & veere med i klassifiseringen.

Selve klassifikasjonen er utfert med HotPLS-metoden, beskrevet i artikkelen til Liland et al.
(2014). Metoden tar utgangspunkt i et fylogenetisk tre og lager en klassifikasjonsmodell hver
gang treet deler seg fra toppen og nedover. Den er delt inn i divisjon, klasse, orden, familie,
slekt, under-slekt, seksjon og art, Tabell 4. Det fylogenetiske treet er videreutviklet fra
artikkelen til Liland et al. (2014).

Tabell 4: Fylogenetisk tre benyttet til klassifikasjon av isolater for FT-IR analysen.

Divisjon Klasse Orden Familie Slekt Under-slekt Seksjon Art
Ascopmycota Eurctiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Circumdari Nigri Aspergillus niger
Flavi Aspergillus flavus
Fumigati Fumigati Aspergillus fumigatus
Aspergillus Aspergilius Eurotium chevaleril

Eurotium herbarisrum

Burotium amstalodami

Penicillium Penicilloides Coronata Penicillium
brevicompactum
Penicillium olsonii

Rogqueforti Penicillium rogueforti

Exilicaulis Penicillium decumbens

Penicillium corylophilus

Penicillium Penicillium expansum
[ Chrysagena | Penicill i
Viridicata Penicillium verrucosum

Penicillium nordicum
Penicillium commune
Penicillium solitum

Penicillium crustosum
Pascilomyces - - Pascilomyces variotii

Pascilomyces llacinus

Sordariomycetes | Hypocreales Nectriaceae Fusarium - - Fusarium
Fusarium garminearum
Hypocreaceas HAcremonium , N Acremonium hyalinum
Acremonium
Dothideomycetes | Pleosporales Pleosporaceas “Alternaria R B “Alternaria alternata
Incertae sedis Phoma - - Phoma glomerata
Dothideales Dethioraceae Aureobasidiu - - Aureobasidium
m Aureobasidium pollulans
Saccharomycetes Saccharomycetales Endomycetaceae Geotrichuwm - - Geotrichum candidum
Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium Cladesporium
Zygomycota Mucomycotina Mucorales Mucoraceae Mucar - - AMucor hiemalis
Aucor plumbeus

Mucor ciricnelloides

Rhizopus - R Rhizopus oryzae
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2.5 MALDI-TOF MS

For MALDI-TOF MS ble det benyttet en prosedyre fra Veteringrinstituttet, denne er ikke

kommersiell tilgjengelig og er beskrevet under.

Analysen ble utfgrt pa Veterinarinstituttet. Det ble utfgrt et gjentak pa isolatene.

2.5.1 Dyrking av mycel

Isolatene ble dyrket pa MEA skaler i fem degn ved 25 °C. Deretter ble de inokulert i 5 ml rar
(Eppendorf, Hamburg, Tyskland) med Sabouraud Dextrose buljong (SDB, Medieproduksjonen
V1). Det ble benyttet parafilm (Bemis, USA) rundt rgrene.

Eppendorf-rgrene ble dyrket i 48 + 1 time i en rotator (Heidolf, Type Reax 2, Tyskland), med
hastighet 1 ved temperatur 20 = 3 °C.

Etter dyrking stod rgrene i minst 10 min. til muggsoppen sedimenterte i bunnen av rgret, Figur

Figur 7: Muggsoppsedimentering i flytende medium. A, Far sedimentering - B, etter sedimentering (ca. 10 minutter) (Bruker
2013).

2.5.2 Preparering av prgvematerialet

Sabouraud Dextrose buljong ble pipettert fra rarene og prevematerialet ble overfart til nye 2 ml
ror (Eppendorf). Rarene ble sentrifugert (Eppendorf, Centrifuge 5415R, Hamburg, Tyskland)
ved 13,200 o/min. i to minutter, og resten av vaesken ble fjernet. Det ble unngatt & ta med marke
sporer. Rarene ble tilsatt 1,5 ml milliQ-vann, blandet pa en vortexer (VWR, USA) i ett minutt
og sentrifugert to minutter pa 13,200 o/min. S& mye som mulig av vasken ble fjernet, og

prosessen ble gjentatt til prevematerialet og overskuddsvaesken hadde en klar farge.
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Deretter ble 300 ul sigmavann (LC-MS Chromasolv®, Honeywell, Sigma-Aldrich) og 900 pl
96 % etanol tilsatt. Ragrene ble blandet og sentrifugert to minutter pa 13,200 o/min. Deretter ble
overskuddsvaesken fjernet. Rgrene ble satt i varmeblokk (Eppendorf thermomixer comfort,
Hamburg, Tyskland) ved 37 °C i % - 1 time. Prgvematerialet ble dekket med 20-60 pl 70 %
maursyre (Sigma-Aldrich) avhengig av starrelsen pa pelleten, og satt pa benken i to minutter.
Acetonitril (LC-MS Chromasolv®, Sigma-Aldrich) ble tilsatt i samme mengde og blandet
forsiktig. Til slutt ble rarene sentrifugert i to minutter pa 13,200 o/min.

2.5.3 Dataanalyse

Supernatanten (1pl) ble overfart til en sirkel pa en 96 brgnns-polert stalplate, Figur 8 (Bruker
Daltonik GmbH, Tyskland). Etter at prevematerialet hadde terket ble 1 pl matrix (a-cyano-4-
hydroxycinnamicacid, CHCA, Bruker) tilsatt, og plata ble analysert innen en time etter at
matrixen hadde tgrket. Programvaren MALDI biotyper software (Bruker) ble benyttet.

Figur 8: Pipettering av supernatant (1 pl) p& en 96-brgnns stalplate. Bilde:eget

Platen er gjenbrukbar og ble vasket med 70 % etanol, 99 % «trifluoroacetic acid» (TFA,

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich) og isopropanol.
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2.6 Vekstforsgk

Tre forskjellige parametere ble undersgkt i vekstforsgkene: seks forskjellige NaCl-
konsentrasjoner (8,5-11 %), frysing med ulike innfrysningstidspunkt og -varighet og ulik
fuktighet.

Det ble utfart et innledende forsgk med salt og frysing med to gjentak, som ble utfgrt pa Nofima,
As. Hovedforsgket ble utfart med tre gjentak, og utfart pd Veterinarinstituttet, Adamstuen. For
fuktighet ble det utfart et forforsek og ett forsgk med isolater. Alle forsgkene hadde tre
paralleller av isolatene i hvert gjentak. For fryseforsgket ble det malt radius av koloniene pa

bildene i etterkant av forsgket.

2.6.1 Muggsoppisolater

Det ble benyttet to isolater av P. solitum, to isolater av P. chrysogenum og to isolater av P.
nordicum i vekstforsgkene, Tabell 5. Far hvert forsgk ble isolatene dyrket pa MEA (Oxoid) i
tre dagn ved 25 °C.

Tabell 5. Isolatene benyttet i vekstforsgkene, som er fra to forskjellige anlegg, A og B, samt fra mykologikartoteket pa V1.

Art Kilde Opprinnelse Sted i Nummer
produksjonen pa isolat
Penicillium solitum Anlegg A (2015) Luft Rgykerom 8-12
Penicillium solitum Anlegg B (2015) Luft Klimarom 8-64
Penicillium nordicum Mykologikartoteket VI (2014) | - Pinnekjatt 6-1-2
Penicillium nordicum Anlegg B (2015) Luft Kjglerom 8-74
Penicillum chrysogenum | Anlegg A (2015) Luft Modningsrom 8-41
Penicillium chrysogenum | Anlegg B (2015) Luft Varemottak 9-36

2.6.2 Innledende forsgk med salt (NaCl)

Seks brgnners plater (Nunc, Thermo Scientific, Roskilde, Danmark), Figur 9, ble laget med 8
+ 0,5 ml MEA med de gnskede saltkonsentrasjonene (8,5 -9 — 9,5 - 10 — 10,5 — 11 % NaCl
(Merck). Som kontroll ble det benyttet MEA uten tilsatt salt. Se Vedlegg 6.2 og 6.3 for tillaging
og beregning av saltinnhold i MEA. Til vekstforsgkene ble det benyttet en annen MEA
formulering enn benyttet til FT-IR og MALDI-TOF (Vedlegg 6.2). For hver saltkonsentrasjon
ble det benyttet tre seks branners plater. Plate 1 ble inokulert med P. solitum (isolat A=isolat
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fraanlegg A, i branner A1-A3, isolat B=isolat fra anlegg B, i brgnner B1-B3), tilsvarende plate
2 med P. nordicum osv. Til sammen ble det 21 plater for ett gjentak. Mediet i hver brgnn ble
podet med en steril nal fra en koloni pd MEA.

=, < Isolat, anlegg A
; :QQ
R‘ <— Isolat, anlegg B

\_6"

Figur 9: Seks brgnners plate til inokulering av isolatene.

Platene ble inkubert atte dager pa 20 °C. Temperatur ble logget med en temperaturlogger
Kooltrak (Celsius-Systems Ltd, London, England) med 30 minutters mellomrom og lest av med
dataprogrammet Kooltrak Standard VV1.14.23.

Diameter av en og en koloni ble malt pa tvers med en linjal pa baksiden av plata, og areal ble
beregnet. Det ble samtidig tatt bilder av koloniene. Avlesningen ble utfart pa samme tid hver
dag med 24 timers mellomrom. Ujevne kolonier og kolonier med mye «strgvekst» som vist i
Figur 10 ble utelatt. Pa farste gjentak ble det malt fra dag tre mens det ble malt fra dag to pa
andre gjentak. For alle isolatene ble det ikke utfart malinger pa dag fem pa andre gjentak.

Figur 10. Penicillium solitum med mye stravekst. Ble vanskelig & male og ble utelatt.
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2.6.3 Innledende forsgk med frysing

Det ble undersgkt effekten av frysing i ett og tre degn. Platene ble enten fryst rett etter
inokulering eller etter tre dggn med inkubasjon pa 20 °C (Figur 11). Alle platene hadde til
sammen syv dager pa 20 °C hver. Fryseforsgket ble inokulert pa samme mate som i saltforsagket

og ble temperaturlogget (Kooltrack) med 30 minutters mellomrom.

Plate 1 Plate 2
Inokuleres Inokuleres
YY Yy YY vy
Dag 1 ‘di. ‘di.
Fryses -20 °C Inbuberes, 20 °C
Dag 2
Plate 3 Plate 4
Inokuleres Inokmleres
\AB AR A
Dag 3 ‘di. ‘di.
+ + Fryses -20°C Inkuberes, 20 °C Plate 5
Inoluleres
! vy
Dag 4 Inkuberes Fryses Inkuberes ‘di.
20°C -10EC W0EC
Inbuberes, 20 °C
Dag 5
Dag 6
v
Dag 7 Inkuberes Fryzes
20°C -20°C
Dag 8 Inkuberes
20°C
Dag 9
Dag 10
r y ¥ v
Dag 11  Ferdig Ferdig\ferdig Ferdig Ferdig
Dag 25 Observasjon

Figur 11. Fryseforsgket med fire ulike innfrysningmanster. Plate 1 og 2 med tre dagn frysing er fryst i begynnelsen av prosessen
0g midt i prosessen. Plate 3 og 4 med ett dagn innfrysning er fryst i starten av prosessen og midt i prosessen. Plate 5 er kontroll.
Alle platene hadde like mange dggn ved 20 °C.

2.7 Hovedforsgk vekst med salt (NaCl) og frysing

Ble utfert pa samme mate som det innledende forsgket med unntak av inokuleringen. For a
redusere strgvekst ble det overfgrt en "loop” av kolonien med 1 pl podgse (Nunc, Thermo
Scientific) og blandet i 10 % glyserol i 2 ml rgr (Nalgene, Sigma-Aldrich). Rarene ble vortexet

(VWR) i ti sekunder far 1l pravematerialet ble pipettert pa platene.
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2.7.1 Statistikk salt (NaCl)

Statistikken for hovedforsgket for salt ble utfgrt av Kristian Hovde Liland med programmet R
versjon 3.3.3. Arealet av muggsoppene ble gjort om til prosentvis reduksjon i areal i forhold til
kontrollprevene. En regresjon for muggvekst ble tilpasset med forklaringsvariablene tid,
saltkonsentrasjon og isolat. Signifikansniva pa 5 % ble benyttet (p<0,05).

2.8 Fuktighet og temperatur

Det ble utfart to innledende forsgk for fuktighet og temperatur. Farst ble det utfart en test uten
isolater. Det ble benyttet 3,5 | bokser med klips og gummikant (Sistema, New Zealand). For &
oppna en gnsket fuktighet ble det brukt mettede lgsninger av saltene kaliumklorid, CAS: 546-
89-4 (Merck) og litiumacetat, CAS: 7447-40-7 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Tyskland), som
henholdsvis skal gi 85 % relativ fuktighet og 70 % relativ fuktighet. Forsgk med ulik temperatur
og fuktighet har tidligere blitt utfert i studier av Moretro et al. (2010) og Kim et al. (2008).

Deretter ble det utfort et forsgk med isolater. Det ble benyttet samme metode for inokulering
som i hovedforsgket. De mettede lgsningene ble fylt i et 100 ml kar (VWR, Mexico) og plassert
i hver sin boks. En boks uten lgsning ble brukt som kontroll. Deretter ble tre plater (en plate for
hver art med to isolater pa platene) plassert i boksen. Mellom lokket og underdelen pa platene
ble det brukt formbar gummi (tack-it, Faber-Castell) for a sikre gnsket fuktighet. Det ble
benyttet fuktighets- og temperatur- loggere, type SL54TH-A (Signatrol Ltd, Twekesbury,
Gloucestershire, England), og programvaren Tempit, versjon 4.1.45 (Singatrol Ltd) for

avlesning.
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3 Resultater
3.1 FT-IR

Til FT-IR analysen ble det benyttet 11 arter isolert fra spekematindustrien. Artene var fra
produksjonsanleggene i 2015 og fra mykologikartoteket pa Veterinzrinstituttet.
Klassifiseringen av muggsopp med FT-IR metoden viste 92,2 - 100 % samsvar mellom FT-IR
og tidligere identifisering med tradisjonell metode og/eller sekvensering (B-tubulin og ITS),
Tabell 6.

Tabell 6. Prosentandel samsvar mellom FT-IR-metoden og tradisjonell metode og/eller sekvensering.

Klassifiseringsniva Andel (%) samsvar mellom FT-IR-metoden og
tradisjonell metode og/eller sekvensering*

Divisjon 100

Klasse 100

Slekt 99,5

Seksjon 94,9

Art 92,2

* B-tubulinog ITS

Til klassifiseringen med FT-IR ble det benyttet 101 isolater (Vedlegg 6.1) av muggsopp
tilhgrende Aspergillus spp. og Penicillium spp. Resultatene for muggsopp isolatene klassifisert
med FT-IR og med tradisjonell metode og/eller sekvensering er vist i Tabell 7.

Venstre kolonne i Tabell 7 viser den tradisjonelle identifiseringen av muggsopp isolatene. FT-
IR klassifiseringen er vist i de hgyre kolonnene. Diagonalen i tabellen viser antall praver der
klassifiseringen med FT-IR samsvarer med tradisjonell klassifisering. De fargede rubrikkene er
muggsopp isolater innenfor samme seksjon. Prgver pa venstre eller hgyre side for diagonalen

har fatt ulik identifisering/klassifisering for de to metodene.

Totalt ble 288 prgver av problemmuggen P. solitum (n=15) analysert med FT-IR metoden. Av
disse 288 prgvene ble 277 klassifisert som P. solitum. Tre av de 288 P. solitum isolatene ble
klassifisert som P. nordicum, en som P. crustosum, en som P. brevicompactum og seks som P.
chrysogenum. Tilsvarende ble det for P. nordicum (n=10) analysert totalt 71 praver, av disse
ble 55 klassifisert som P. nordicum med FT-IR metoden. 11 av de 71 P. nordicum isolatene ble
klassifisert som P. commune, en som P. olsonii, en som P. brevicompactum og tre som P.

chrysogenum.
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Tabell 7. Muggsopp isolater klassifisert med FT-IR metoden og identifisert med tradisjonell metode og/eller sekvensering. Isolatene benyttet er fra mykologikartoteket pa Veteringrinstituttet og
fra anleggene i 2015. Tabellen viser muggsopp isolater identifisert med tradisjonell metode (og sekvensering) i kolonnen lengst til venstre og kolonnene til hgyre viser hvilke arter de ble klassifisert
som med FT-IR metoden. De fargede rubrikkene er arter innenfor samme seksjon. Pragver pa venstre eller hgyre side for diagonalen har fatt ulik identifisering/klassifisering for de to metodene.

Klassifisert med FT-IR

Antall isolat Antall prever Asp P.chr P.bre P.ols P.cory P.dec P.exp P.com P.cru P.nor P.sol

Aspergillus spp. (n=25) 205 199 2 0 0 1 0 0 0 3 0 0
P. chrysogenum (n=10) 163 1 160 0 1 0 0 0 0 0 1 0
g: P. brevicompactum (n=10) 168 0 0 150 12 0 0 0 1 0 1 4
]
% P. olsonii (n=5) 85 0 0 11 65 0 0 1 6 2 0 0
g
g P. corylophilum (n=5) 116 0 0 0 0 115 0 0 1 0 0 0
E P. decumbens (n=6) 119 0 0 0 0 0 119 0 0 0 0 0
=
[+8}
= _
be P. expansum (n=5) 113 0 0 0 0 0 0 90 22 1 0 0
5}
E P. commune (n=5) 85 0 0 0 3 0 0 1 80 1 0 0
2
P. crustosum (n=5) 120 0 0 1 0 6 0 8 0 104 0 1
P. nordicum (n=10) 71 0 3 1 1 0 0 0 11 0 55 0
P. solitum (n=15) 288 0 6 1 0 0 0 0 0 1 3 277
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3.2 Isolater fra 2016

Muggsopp isolatene (n=44) (Vedlegg 6.1) fra 2016 ble analysert med FT-IR metoden, Tabell
8. Disse var «ukjente» for systemet, men artene var kjente. Klassifiseringen med FT-IR
metoden viste 88,3 % samsvar pa seksjon og 62,2 % samsvar pa art mellom FT-IR metoden og
tidligere identifisering med tradisjonell metode og/eller sekvensering (B-tubulin og ITS).

Det ble totalt analysert 59 prgver av P. solitum. Av de 59 prgvene ble 48 klassifisert som P.
solitum med FT-IR metoden, men 11 ble klassifisert som P. nordicum. De fleste som ikke

samsvarte mellom metodene ligger innenfor samme seksjonsniva.

Tabell 8. Muggsopp isolater fra 2016 identifisert med tradisjonell metode og klassifisert med FT-IR metoden. Tabellen viser
muggsopp isolater identifisert med tradisjonell metode (og sekvensering) i kolonnen lengst til venstre og kolonnene til hgyre
viser hvilke arter de ble klassifisert som med FT-IR metoden.

Klassifisert med FT-IR

Antall - Antall Asp P.chr P.bre P.olsP.cory P.dec P.exp P.com P.cruP. nor P. sol

isolat  praver

S Aspergillus spp.  (n=6) 18 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
© P.chrysogenum  (n=2) 11 o0 11 o0 o0 0 0 0 0 0 0 0
2 P, brevicompactum (n=8) 43 of o0 16 17 0o 0 0 0 0 0 10
3 P.olsonii (n=5) 6 0 0 0 0 0 0 0 0 o0 0 6
2 P.corylophilum  (n=2) 11 0 0o 0 0 1 0 0 0 0 0 ©
€ P. decumbens (n=1) 6 0 0 0 0 0o 6 0 0 0 0 O
E P. expansum (n=1) 6 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0
£ P.commune (n=2) 7 0 0 0 0 0 0 0 4 3 0 0
£ P.crustosum (n=1) 6 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0
& P.nordicum (n=6) 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0
~ P.solitum (n=10) 59 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 48
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3.3 MALDI-TOF MS

Til analysen med MALDI-TOF ble det benyttet 59 muggsopp isolater, Tabell 9 (Vedlegg 6.1).
Resultatene viste at 36 isolater ble klassifisert med hgy grad av sikkerhet med MALDI-TOF.
Ni av disse samsvarte med identifiseringen med tradisjonell metode og/eller sekvensering (hele
raden er grgnn). Penicillium nordicum og P. solitum ble analysert selv om de ikke eksisterte i
databasen, men ble likevel til dels identifisert med hgy grad av sikkerhet som en annen art.

Tabell 9. Muggsopp isolater identifisert med tradisjonell metode og/eller sekvensering og identifisert med MALDI-TOF.
Omradet for poengverdi: 2,00-3,00 = hgy grad av sikker identifikasjon (grenn). 1,70-1,99 = lav grad av sikker identifikasjon
(gul). 0,00-1,69 = Ingen identifikasjon mulig (red) (Bruker 2014).

Prgvenummer* Identifisert med tradisjonelle Identifisert med MALDI-TOF
metode og/eller sekvensering

Poengverdi
MALDI-TOF

8-6 Aspergillus spp. A. niger 2217
8-14 Aspergillus spp. A. versicolor 2348
8-35 Aspergillus spp. A. versicolor 2217
8-45 Aspergillus spp. A. glaucus 1.765

8-46 Aspergillus spp. A. versicolor 21718
8-48 Aspergillus spp. Paecilomyces farinosus 1.799

8-49 Aspergillus spp. A. versicolor 2143
8-50 Aspergillus spp. A. glaucus 1.792

8-52 Aspergillus spp. A. glaucus

8-53 Aspergillus spp. Ingen palitelig identifikasjon -
8-54 Aspergillus spp. A. glaucus 1.843

8-55 Aspergillus spp. A. glaucus 2138
8-56 Aspergillus spp. A. glaucus 1.869

8-57 Aspergillus spp. A. glaucus 1.848

8-73 Aspergillus spp. A. versicolor

9-47 Aspergillus spp. Ingen palitelig identifikasjon -
9-49 Aspergillus spp. A. fumigatus

9-50 Aspergillus spp. Ingen palitelig identifikasjon

9-51 Aspergillus spp. A. glaucus

9-52 Aspergillus spp. A. glaucus 1.832

9-53 Aspergillus spp. Ingen palitelig identifikasjon

9-54 Aspergillus spp. A. niger

9-55 Aspergillus spp. Ingen palitelig identifikasjon

9-30 Aspergillus spp. Ingen palitelig identifikasjon

8-11 P. chrysogenum/lanosum P. chrysogenum
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8-34 P. nordicum Ingen pélitelig identifikasjon

8-60 P. nordicum P. commune/verrucosum

8-72 P. nordicum P. commune/commune

8-74 P. nordicum P. verrucosum/commune

8-76 P. nordicum P. verrucosum/commune

3-1-28 P. nordicum P. crustosum/expansum

3-2-81 P. nordicum P. verrucosum/commune

6-1-2 P. nordicum P. verrucosum/

6-1-3 P. nordicum P. verrucosum/commune

6-1-7 P. nordicum P. verrucosum

8-1 P. solitum P. commune 1.823
8-2 P. solitum P. expansum

8-12 P. solitum P. expansum 1.964
8-38 P. solitum P. commune 1.752
8-63 P. solitum P. commune 1.808
8-64 P. solitum P. verrucosum

8-65 P. solitum Ingen pélitelig identifikasjon

8-66 P. solitum P. commune

8-67 P. solitum Ingen pélitelig identifikasjon

8-68 P. solitum P. commune

8-69 P. solitum P. commune

8-70 P. solitum Ingen pélitelig identifikasjon

8-72 P. solitum P. expansum 1.734
9-58 P. solitum P. roquefortii

9-68 P. solitum P. commune

*|dentifiseringsnummer brukt av VI
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3.4 Vekstforsgk - Effekt av ulike saltkonsentrasjoner (NaCl)

3.4.1 Innledende forsgk

Veksten for P. solitum, P. chrysogenum og P. nordicum isolater ved ulike saltkonsentrasjoner
ble malt over en tidsperiode. Grunnlaget for kurvene er et gjennomsnitt av to gjentak (Vedlegg
6.5). Temperaturloggingen viste 20 £ 2 °C.

| Figur 12 er vekstkurvene for P. solitum isolatene vist. Resultatene viste at begge isolatene
vokste best uten salt (kontroll). Det var liten forskjell pa veksten mellom de ulike
saltkonsentrasjonene, men hgyere saltkonsentrasjon ga mindre vekst. P4 dag atte var det
vanskelig & fa malt kontrollene, sa disse dataene ble utelatt. Det ble kun utfart ett gjentak for

isolat a) grunnet kontaminasjon.
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Figur 12. Vekstkurve for P. solitum isolatene a) 8-12 og b) 8-64 ved seks forskjellige saltkonsentrasjoner (8,5 %, 9 %, 9,5 %,
10 %, 10,5 % og 11 % NaCl), og kontroll (uten NaCl). Vekst er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.

For b) ble det observert synlig vekst pa 9,5 og 8,5 % salt fra dag to, men ikke fgr dag tre for de
andre saltkonsentrasjonene. Det ble observert en forskjell i vekst mellom isolatene. For isolat
a) 13 arealet pa koloniene som vokste med salt mellom 280-400 mm? pa dag étte, og kontrollen
710 mm? pé dag sju. For b) 1& arealet pa koloniene som vokste med salt mellom 120-250 mm?

pé dag atte, og kontrollen pa 450 mm?.

Resultatene for veksten av P. nordicum isolatene er vist i Figur 13. For begge isolatene var det

mindre forskjell i vekst med og uten salt. Sammenlignet med P. solitum isolatene. 11 % NaCl
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ga minst vekst for begge isolatene. Det ble ogsa observert en forskjell i vekst mellom isolatene
ut fra areal i omréadet 380-610 mm? og 350-510 mm? for henholdsvis c) og d).

) d)

900

oo
=
=2

)
= =
s 8

Areal (mm?)

Areal (mm?

Dag | Dag2 Dag3 Dag4 Dag 5 Dag 6 Dag? Dags Dag 1 Dag2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 6 Dag 7 Dag 8

=59 NaCl =#=9 % NaCl 9,5% NaCl 10% NaCl o ) ) i ) .
=855 % NaCl == % NaCl 9,5% NaCl 10% NaCl
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Figur 13. Vekstkurvene for P. nordicum isolat c) 6-1-2 og d) 8-74 ved seks ulike saltkonsentrasjoner (8,5 %, 9 %, 9,5 %, 10 %,
10,5 % og 11 % NacCl), og kontroll (uten NaCl). Vekst er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.

Isolat c) hadde synlig vekst pa kontrollen fra dag to, og fra dag tre var det synlig vekst for
isolatene pa de andre saltkonsentrasjonene. For isolat d) var det synlig vekst pa kontrollen og
8,5 % NaCl fra dag to, og fra dag tre var det synlig vekst for isolatet pa de andre

saltkonsentrasjonene. Pa dag atte hadde ikke isolatet (d) best vekst pa kontrollen.

| Figur 14 er vekstkurvene for P. chrysogenum isolatene vist. Resultatene viste liten forskjell i
vekst med og uten salt. Isolat ) hadde bedre vekst enn isolat ). Etter dag seks hadde ikke isolat
e) best vekst pa kontrollen og pa dag atte hadde €) best vekst pa 8,5, 9 og 10 % salt. Isolat €)
hadde et areal p& dag atte i omradet mellom 590-810 mm? og f) hadde mellom 300-580 mm?.

e) f)
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Figur 14. Vekstkurvene for P. chrysogenum isolat e) 9-36 og f) 8-41 ved seks ulike saltkonsentrasjoner (8,5 %, 9 %, 9,5 %, 10
9%, 10,5 % og 11 % NaCl), samt kontrollen (uten NaCl). Vekst er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.
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3.4.2 Hovedforsgk

Den statistiske analysen med hensyn til muggvekst viste at effekten av salt generelt minket med
tiden. Veksten for de forskjellig isolatene ble hemmet i ulik grad for de valgte nivaene av salt
og tid. Saltinnholdet reduserte arealet signifikant (p=0,05) (Vedlegg 6.4), og artene ble pavirket

ulikt av salt. Det var ogsa forskjeller mellom isolater av samme art.

Vekstkurvene for isolatene i hovedforsgket viste den samme trenden som i de innledende
forsgkene. Grunnlaget for kurvene er et beregnet gjennomsnitt av arealene med tre gjentak

(Vedlegg 6.6). Temperaturloggingen viste 20 = 2 °C.

Vekstkurvene for P. solitum isolatene er vist i Figur 15. For isolat a) la arealet for
saltkonsentrasjonene mellom 130-300 mm? pé dag &tte og kontrollen 1& p& 800 mm?. Isolat b)

14 arealet for saltkonsentrasjonene mellom 90-180 mm? pa dag atte og kontrollen 14 pd 490 mm?,
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== 10,5 % NaCl s ] | % NaCl em@meKontroll ==@=10,5 % NaCl eng@me 1 % NaCl e=@m=Kontroll

Figur 15. Vekstkurvene for P. solitum isolatene a) 8-12 og b) 8-64 ved seks forskjellige saltkonsentrasjoner (8,5 %, 9 %, 9,5
%, 10 %, 10,5 % og 11 % NaCl), og kontroll (uten NaCl). Vekst er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.

For isolat a) var det ikke synlig vekst fgr dag fire pa 11 % NaCl, men for de andre
saltkonsentrasjonene var det synlig vekst fra dag tre. Isolat b) hadde ikke synlig vekst pa
saltkonsentrasjonene 9,5-10-10,5 og 11 % fer dag fire, men det var synlig vekst pa 8,5 og 9 %
NaCl, og kontrollen fra dag tre.

| Figur 16 er vekstkurvene for P. nordicum isolatene. Isolat c) viste noe forskjell i vekst mellom
variantene med og uten salt. Arealet for saltkonsentrasjonene I1& i omradet mellom 290-490 mm?

og kontrollen 1& p& 630 mm?.
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Figur 16. Vekstkurvene for P. nordicum isolatene c) 6-1-2 og d) 8-74 ved seks forskjellige saltkonsentrasjoner (8,5 %, 9 %, 9,5
%, 10 %, 10,5 % og 11 % NacCl), og kontroll (uten NaCl). Vekst er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.

For isolat d) var det liten forskjell i vekst mellom variantene med og uten salt. Arealet for
saltkonsentrasjonene og kontrollen 1 i omréde mellom 280-430 mm?. Isolat d) hadde ikke best
vekst pa kontrollen pa dag atte, og det var bedre vekst pa 8,5 og 9 % NaCl. Isolatet hadde ikke
synlig vekst pa 10,5 % NaCl far dag fire. For begge isolatene var det minst vekst pa 11 % NaCl.

Vekstkurvene for P. chrysogenum isolatene er vist i Figur 17. For isolat e) var det liten forskjell
i vekst mellom variantene med og uten salt, som 1 i arealomradet mellom 550-800 mm?. Isolat
e) pa kontrollen hadde ikke hgyest vekst etter dag seks, og viste det samme kurvforlgp som i
det innledende forsgket. Pa dag atte hadde isolatet bedre vekst pa 8,5, 9 og 9,5 % NaCl enn
kontrollen. Isolatet hadde hayest vekst p& kontrollen fra dag tre (over 100 mm?) i forhold til

alle de andre isolatene.
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Figur 17. Vekstkurvene for P. chrysogenum isolatene e) 9-36 og f) 8-41 ved seks forskjellige saltkonsentrasjoner, (8,5 %, 9 %,
9,5 %, 10 %, 10,5 % og 11 % NacCl), og kontroll (uten NaCl). Vekst er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.
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Arealene for saltkonsentrasjonen for isolat f) 18 mellom 200-410 mm? og kontrollen I8 pa 510
mm?. Vekstkurven for isolat f) var mindre enn isolat e). For begge isolatene var det synlig vekst
pa alle saltkonsentrasjonene og kontrollen fra dag tre. Begge isolatene hadde minst vekst pa 11
% NaCl.

3.4.3 Sporedannelse

Det ble observert utvikling i sporedannelse for isolatene P. solitum (Figur 18), P. nordicum
(Figur 19) og P. chrysogenum (Figur 20) pa 8,5 % NaCl, 11 % NaCl og kontroll. Bildene er fra
samme koloni men pa forskjellig dager. Det ble observert lik utviklingen i sporedannelse for de

tre gjentakene (Vedlegg 6.7).

Sporedannelse for P. solitum er vist i Figur 18 ved lav saltkonsentrasjon (8,5 % NaCl), ved hgy
saltkonsentrasjon (11 % NaCl) og i kontroll uten NaCl. For isolat 8-12 og 8-64 kan det
observeres mindre sporedannelse pa varianten med hgyere saltkonsentrasjon enn den med
lavere saltkonsentrasjon og kontroll. Isolatene begynte & produsere sporer pa ulik tid. Pa 11 %
NaCl begynte isolat 8-12 ikke sporeproduksjonen fer dag sju, og isolat 8-64 begynte ikke far
dag atte.

P. solitum
Dag 5 Dag 6 Dag 7 Dag 8

Kontroll

8-64

8-64

8-64

Figur 18. Kolonier av P. solitum isolater pd malt ekstrakt agar. De gverste radene pa hver plate er isolat 8-12, nederste radene
er isolat 8-64. Kontrollen er gverst i bilde, 8,5 % NaCl i midten og 11 % NaCl nederst. Fra venstre i figuren er dag fem til
dag atte til hgyre.
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Sporedannelse for P. nordicum isolatene er vist i Figur 19. Resultatene viste at det var mindre
sporedannelse ved hgy saltkonsentrasjon enn for lav saltkonsentrasjon og kontroll. Kontrollen
hadde synlig sporedannelse allerede ved dag fem, og for 11 % NaCl var det farst synlig

sporedannelse ved dag sju for isolat 8-74 og dag atte for isolat 6-1-2.

P. nordicum
Dag 5 Dag 6 Dag 7 Dag 8

Figur 19. Kolonier av P. nordicum isolater p& malt ekstrakt agar. De gverste radene pa hver plate er isolatet 6-1-2, nederste
radene er isolat 8-74. Referansen er gverst i bilde, 8,5 % NaCl i midten og 11 % NaCl nederst. Fra venstre i figuren er dag
fem til dag atte til hayre.
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Sporedannelse for P. chrysogenum isolatene 8-41 og 9-36 er vist i Figur 20. Det er ogsa her
mindre sporedannelse pa hgy saltkonsentrasjon enn det er pa lav saltkonsentrasjon og kontroll.
Penicillium chrysogenum begynte & produsere synlige sporer tidligere enn P. solitum og P.
nordicum isolatene. For kontroll og 8,5 % NaCl var det synlig sporedannelse for begge isolatene
fra dag fire. Allerede etter dag fem var det synlig sporedannelse for begge isolatene pa 11 %
NaCl.

P. chrysogenum
Dag 4 Dag 5 Dag 6 Dag 7 Dag 8

9-36

8.5 % NaCl

8-41

9-36

11 % NaCl

8-41

9-36

Figur 20. Kolonier av P. chrysogenum isolater pd malt ekstrakt agar. De gverste radene pa hvert er isolatet 8-41, nederste
radene er isolat 9-36. Kontrollen gverst i bilde, 8,5 % NaCl i midten og 11 % NaCl nederst. Fra venstre i figuren er dag fire
til dag atte til hgyre.

3.5 Vekstforsgk - Effekt av frysing

Resultatene for P. solitum, P. nordicum og P. chrysogenum isolatene i det innledende forsgket
(1-2 gjentak) og hovedforsgket (3-5 gjentak) er vist i figur 21-23. Platene er nummerert fra 1
til 5, tilsvarende som beskrevet i materialer og metode delen. Alle platene i figurene er fra dag
11.

Temperaturloggingen for det innledende forsgket viste 20 + 2 °C og -20 + 2 °C.
Temperaturloggingen for hovedforsgket viste 20 £ 2 °C og -23 + 2 °C.

Platene som ble fryst rett etter inokulering (1 og 3) hadde mer «strgvekst» enn platene som ble

fryst tre dager etter inokulering (2 og 4), spesielt platene fra gjentak to viste mye «strgvekst»
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Plate 5 er kontrollen (ikke fryst), og viste lite «strgvekst». Det ble observert at plate 2 og 4

hadde mindre vekst enn plate 1 og 3.

Det kan observeres en forskjell i farge pa koloniene mellom vekstplatene for P. solitum i Figur
21. Spesielt plate 4 viste gulere kolonier pa 4-5 gjentak. Isolat 8-12 pa 1. gjentak er kontaminert,
sa denne utelates.

P.solitum
1.gjentak

Plate 1
8-12

8-64

Plate 2
8-12

8-64

Plate 3 B o
8-12 (@

8-64

Plate 4
8-12

8-64

Plate 5
8-12

8-64

Figur 21. P. solitum isolat 8-12 og 8-64 ved de ulike innfrysningsbetingelsene pa dag 11. Platene som ble fryst rett etter
inokulering er merket plate 1 og 3. Platene fryst tre dager etter inokulering er merket plate 2 og 4 og plate 5 er kontrollen.
Gjentak 1 og 2 det innledende forsgket og gjentak 3 — 5 gjentak er fra hovedforsgket.
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Resultatene for P. nordicum isolatene 6-1-2 og 8-74 ved ulik innfrysning er vist i Figur 22.
Platene som ble fryst rett etter inokulering (1 og 3) viste mer «strgvekst» enn platene som ble
fryst tre dager etter inokulering (2 og 4). For gjentak 2, 4 og 5 var det mer «strgvekst enn pa de
andre gjentakene. Det ble observert at plate 2 og 4 hadde mindre vekst enn plate 1 og 3.

P.nordicum
1.gjentak 2.gjentak 3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak

Plate 1
6-1-2

8-74

Plate 3
6-1-2

8-74

Plate 4
6-1-2

8-74

Plate 5
6-1-2 |

Figur 22. Penicillium nordicum isolat 6-1-2 og 8-74 ved de ulike innfrysningsbetingelsene pa dag 11. Platene som ble fryst rett
etter inokulering er merket plate 1 og 3. Platene fryst tre dager etter inokulering er merket plate 2 og 4 og plate 5 er kontrollen.
Gjentak 1 og 2 det innledende forsgket og gjentak 3 — 5 gjentak er fra hovedforsaket.

Det kan ogsa observeres en forskjell i koloniutseende og sporedannelse. Plate 2 og 4 viste mest
hyfevekst og mindre sporeproduksjon enn plate 1 og 3. Isolat 8-74 ble hemmet mer enn 6-1-2

av innfrysningen pa plate 2 og 4.

38



I Figur 23 er resultatene for P. chrysogenum isolatene 8-41 og 9-36 vist. Plate 1 og 3 som ble
fryst rett etter inokulering viste mer «strgvekst» enn plate 2 og 4 som ble fryst tre dager etter

inokulering.

P.chrysogenum
1.gjentak 2.gjentak

Plate 1
8-41 |

9-36

Plate 2
8-41 |

9-36

Plate 3
8-41

9-36

Plate 4

Figur 23. Penicillium chrysogenum isolat 8-41 og 9-36 ved ulike innfrysningsbetingelsene pa dag 11. Platene som ble fryst rett
etter inokulering er merket plate 1 og 3. Platene fryst tre dager etter inokulering er merket plate 2 og 4 og plate 5 er kontrollen.
Gjentak 1 og 2 det innledende forsgket og gjentak 3 — 5 gjentak er fra hovedforsaket.

Spesielt 9-36 viste mer «strgvekst» enn 8-41 pa plate 1 og 3, og betydelig sporedannelse i alle
gjentak. Det ble observert mindre synlig sporeproduksjon pa plate 2 og 4 som ble fryst tre dager
etter inokulering, men 9-36 viste mer sporeproduksjon enn 8-41. Kontrollen viste lite
«strgvekst» men hadde god vekst pa dag 11. Ogsa her ble det observert at plate 2 og 4 hadde

mindre vekst enn 1 og 3.
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3.5.1 Kolonistgrrelse etter frysing

Starrelsen pa koloniene for P. solitum, P. nordicum og P. chrysogenum isolatene (plate 2 og 4)
er vist i Figur 24 i det innledende forsgket og i hovedforsgket (Figur 25), etter frysing i ett og
tre deggn. Forskjellen i utfgrelsen mellom det innledende forsgket og hovedforsgket er
inokuleringen. Grunnlaget for diagrammene er et beregnet gjennomsnitt av to gjentak fra det
innledende forsgket og tre gjentak fra hovedforsgket. Standardavviket ble beregnet, men viste
ingen store forskjeller (Vedlegg 6.8).

| det innledende forsgket (Figur 24) ble det observert at isolatene vokste bedre uten frysing
(kontroll) enn pa forsgksvariantene som hadde veert fryst i 1 og 3 degn. Penicillium nordicum
isolatene 6-1-2 og 8-74 ble hemmet mest av frysing i 1 og 3 dggn, og 3 degn hemmet mest. For
isolat 8-64 og 8-41 var det ingen forskjell mellom isolatene fryst i tre dagn og ett degn.
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£ 400 =
g 300 " I
< 200 = N N
S I i |
0

6-1-2 8-74 8-12 8-64 8-41 9-36

P.nordicum P.solitum P.chrysogenum

m Fryst 3 deggn Fryst 1 dggn Kontroll

Figur 24. Areal av koloniene pa dag 11 i innledende forsgk. lIsolatene ble fryst tre dggn etter inokulering i henholdsvis tre
dagn (bla sayle), ett degn (red sgyle) og kontrollen som ikke ble frosset. De vertikale linjene indikerer + standardavviket. Vekst
er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.

| Figur 25 er resultatene for isolatene fryst i 1 dggn og 3 dagn i hovedforsgket. Isolatene som
ikke ble fryst (kontroll) hadde best vekst. For isolat 8-74 var det ingen forskjell mellom 1 og 3
degns frysing, og det var liten forskjell mellom innfrysningen i 1 degn og 3 dggn for 8-64, 8-
41 og 9-36.
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Figur 25. Areal av koloniene pa dag 11 i hovedforsgk. Isolatene ble fryst tre dggn etter inokulering i henholdsvis tre dggn (bla
sgyle), ett degn (red seyle) og kontrollen som ikke ble frosset. De vertikale linjene indikerer + standardavviket. Vekst er angitt
som areal beregnet ut fra malt radius.

3.6 Vekstforsgk - Effekt av ulik fuktighet

3.6.1 Innledende forsgk

Det ble utfart et innledende forsgk for a teste ulike lgsninger med hensyn til relativ fuktighet
uten isolater. Resultatene viste lite forskjell i relativ fuktighet mellom lgsningene (Tabell 10).

Det ble gjort flere innledende forsgk uten hell, disse er ikke vist.

Tabell 10. Temperatur og fuktighet for varianten med litiumacetat, kaliumklorid og kontroll (uten lgsning).

Type lgsning Temperatur £ 2 °C Relativ fuktighet (RF) £ 2 %
Litiumacetat 20 84
Kaliumklorid 20 88
Kontroll 20 85

3.6.2 Hovedforsgk

Hovedforsgket ble utfart pa samme mate som det innledende forsgket, men med isolater. Det
ble utfert et gjentak (Vedlegg 6.9). | Figur 26 er starrelsen av koloniene for P. solitum, P.
chrysogenum og P. nordicum pa dag sju vist, etter a ha veert dyrket i lukkede beholdere med
lgsning av kaliumklorid, litiumacetat og kontroll (uten lgsning). Det var liten forskjell i relativ

fuktighet mellom litiumacetat (84 % RF), kaliumklorid (86 % RF) og kontrollen (97 % RF).

Temperaturloggingen ved dyrking var 20 = 2 °C for alle variantene.
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Det ble observert liten forskjell i vekst blant isolatene med henhold til de ulike relative

fuktighetene. Siden det ikke ble oppnadd de gnskede fuktighetene i boksene ble det ikke
gjennomfart flere gjentak.
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m07% RF m86%RF m84%RF

Figur 26. Muggsopp isolatene dyrket ved de forskjellige lasningene for & gi ulik relativ fuktighet. BIa sayle er 97 % RH, rod
sayle er 86 % RH og gra sgyle er 84 % RH. Vekst er angitt som areal beregnet ut fra malt radius.
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4 Diskusjon

| denne studien har det blitt undersgkt hvor sensitive metodene FT-IR og MALDI-TOF MS er
for identifisering av problemmugg. | tidligere studier har det blitt utfert identifisering av
muggsopp med FT-IR (Lecellier et al. 2014; Lecellier et al. 2015; Shapaval et al. 2010;
Shapaval et al. 2013) og MALDI-TOF (Chalupova et al. 2014; Lima & Santos 2017; Panda et
al. 2015) med lovende resultater. Det har ikke tidligere veert utfgrt studier som identifiserer de
samme artene med begge metodene (sa vidt vi vet). Det ble valgt ut hyppige forekommende
muggsopp isolater fra prgvetakingen foretatt pa spekemat anleggene i 2015 og 2016. Det er
viktig at metodene kan skille problemmugg fra annen hyppig forekommende mugg. | denne
studien ble derfor naert beslektede muggsopparter klassifisert med FT-IR for & se om metoden

kunne skille disse fra hverandre.

Det blir lagt mer vekt pa FT-IR resultatene i diskusjonen, ettersom databasen for MALDI-TOF
ikke inneholdt de artene som var mest relevante a identifisere for studien, siden MALDI-TOF
har blitt benyttet mest i klinisk sammenheng (Angeletti 2016; Carbonnelle et al. 2011; Panda et
al. 2015). Det betyr at databasen til MALDI-TOF er mest basert pa mikroorganismer isolert fra
sykehus etc. og ikke muggsopp og gjer fra neringsmiddelindustrien.

Det kan ogsa benyttes sporer til FT-IR analysen, som blant annet har blitt utfert i studien til
Fischer et al. (2006). Sporer er metabolske inaktive og ma behandles med for eksempel etanol
far en analyse (Lecellier et al. 2014). Bruk av sporer i en analyse kan derfor vaere mindre egnet
enn bruk av mycel. | denne studien ble det noen ganger produsert sporer i platene, disse ble som
regel «fisket» opp, men hvis det ikke var mulig ble de med i prevematerialet. Dette kan ha fart

til forstyrrelser pa IR-spektrene og gitt darligere identifikasjon.
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41 FT-IR

Totalt 101 isolater fra 2015 og fra mykologikartoteket pa VI ble klassifisert med FT-IR
metoden. Resultatene viste et samsvar pa 99,5 % pa slektsniva og 92,2 % pa artsniva mellom
FT-IR metoden og tradisjonell metode og/eller sekvensering (Tabell 6). Hvis man antar at den
tradisjonelle metoden for identifisering er korrekt vil det si at over 90 % av isolatene ble
klassifisert riktig pa artsnivd med FT-IR metoden. For FT-IR analysen ble den tradisjonelle
metoden og/eller sekvenseringen for identifisering av muggsopp benyttet som fasit, sa feil i den

tradisjonelle metoden vil ogsa gi feil identifisering med FT-IR.

Fordelen med & bruke FT-IR er at man ikke trenger spesiell kunnskap om muggsopp, men det
kreves en viss forstaelse for teknikk og laboratoriearbeid. Det ble observert at spektre ble bedre
pa de siste gjentakene enn for de farste gjentakene (resultater ikke vist), og isolatene som ble
utelatt var hovedsakelig fra de farste gjentakene. | de forste gjentakene med FT-IR ble det ikke
alltid brukt 48 timer inkuberingstid, men det kunne variere + to timer. | den senere tid har det
vist seg at dette kan ha pavirket informasjonen av spektrene, ettersom muggsopp produserer
forskjellige komponenter til ulik tid avhengig av vekststadiet (Lecellier et al. 2014). | en studie
av Shapaval et al. (2010) ble det vist at antall dager fgr «hgsting» (1, 3, 4 eller 5) ga forskjell i
informasjon for spektrene. | denne studien kan det tyde pa at sa lite eller mye som * to timer

kan ha hatt en innvirkning pa spektrene.

Klassifisering av muggsopp med FT-IR baserer seg pa en sammenligning av spektrene til arter
som ligger i en database. Det er laget en egen database med spektre fra muggsopp identifisert
med tradisjonell metodikk og/eller sekvensering (Tabell 4). Det betyr at hvis man er interessert
i & identifisere en art som ikke finnes i databasen vil det bli feil identifikasjon. Metoden kan
derfor vaere mindre egnet til bruk i andre neringsmiddelanlegg der muggsoppene ikke har blitt
identifisert pa forhand, og ikke ligger i databasen. Aspergillus spp. ble ikke identifisert pa
artsniva med tradisjonell metode, og dermed ble den ikke identifisert pa artsniva med FT-IR
metoden. Dette kan ogsa bety at databasen for FT-IR ikke er god nok. Uansett sa er forebygging
av kvalitetsgdeleggende muggsopp kun vellykket hvis arten som faktisk gdelegger produktet er
kjent (Filtenborg et al. 1996). Dette vil si at man pa forhand ma vite hvilke muggsopper man

skal se etter.

Ved farste gyekast kan det se ut som de fleste pravene som ble klassifisert feil med FT-IR

metoden (Tabell 7) ligger innenfor samme seksjonsomradet (fargede rubrikkene), mens noen
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feilklassifiserte prgver faller utenfor seksjonsomradet. De feilklassifiserte innenfor samme
seksjon gjelder artene P. nordicum, P. brevicompactum og P. olsonii. Dette viser at gjentatte
analyser av samme isolat kan gi ulik identifisering pa grunn av stgy og avvik. En database med
hay kvalitet og god variasjon vil gjere identifiseringen mer robust og tilpasningsdyktig for

naturlig variasjon i prevemateriale og analyse.

Det ble totalt analysert 288 prgver av 15 P. solitum isolater (Tabell 7). Det var samsvar mellom
metodene for 277 prever, og det var ikke samsvar for 11 prgver. | forhold til preveantallet er
det likevel fa praver som ble feilklassifisert. Disse resultatene indikere at FT-IR klarer &

klassifisere de fleste pravene riktig.

Penicillium brevicompactum var ogsa en av de artene som ble hyppigst isolert fra anleggene i
2015 og 2016, og er neert beslektet med P. olsonii (Frisvad & Samson 2004). Penicillium olsonii
ble valgt ut for & kunne se om FT-IR metoden kunne skille den fra nert beslektet P.
brevicompactum. Det var 12 av 168 praver av P. brevicompactum som ble klassifisert som P.
olsonii med FT-IR metoden, og av P. olsonii ble 11 praver av 85 praver klassifisert som P.
brevicompactum med FT-IR metoden. Det kan tyde pa at FT-IR pa dette tidspunkt er mer
felsom for disse artene. Likevel samsvarte de fleste prevene mellom FT-IR metoden og den
tradisjonelle metoden. | forsgkene kan en krysskontaminasjon mellom arter ha veert mulig, selv

om det ble benyttet tomme brenner mellom artene for kontroll, kan det likevel ikke utelukkes.

Selv om FT-IR er ansett som en rask metode for identifisering av muggsopp (Fischer et al.
2006) ble det fortsatt benyttet en viss tid pa analysen. Det ma farst dyrkes fram rene isolater til
hver analyse. Isolatene ble dyrket fram pa agarskal i tre degn far de ble inokulert over i buljong
for dyrking i to degn. Fra man har et rent isolat sa vil det ta minimum fem dggn fer man far et
resultat. Shapaval et al. (2013) antydet at det tar 10 dager til man har en identifisering klar med
FT-IR, som betyr at FT-IR er raskere enn tradisjonell metode men tregere enn genetisk metode.

En analyse med FT-IR er likevel billigere enn molekylaere metoder (Lecellier et al. 2015).

For spekemat industrien kan FT-IR bli en god metode for identifisering av problemmugg pa et
tidlig stadium i produksjonen. Metoden egner seg til & ta mange prever pa en gang, vil man
kunne fa en indikasjon pa hvilke muggsopper som finnes. Blir en FT-IR analyse utfart far en
eventuell problemmugg far vokse, kan bedriften sette inn tiltak for & forhindre videre
muggvekst og spare tid og penger. Etter hvert som databasen til FT-IR blir bedre kan den ogsa

identifisere flere arter.
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4.1.1 Isolater fra 2016

Et utvalg av muggsopp isolater fra 2016 aret ble analysert med FT-IR. Isolatene hadde tidligere
blitt tradisjonelt identifisert og/eller sekvensert pa forhand. For & teste FT-IR metoden ble

isolatene holdt «ukjente» for systemet, men artene fantes i databasen.

Resultatene for de ukjente isolatene viste et samsvar mellom tradisjonell metode og FT-IR
metode med 88,3 % pa seksjonsniva og 62,2 % pa artsniva. Dette er en lavere prosentandel enn
for de tidligere analysene utfart i studien. For de «ukjente» isolatene ble det kun utfart et
gjentak, som kan bety at metoden trenger flere gjentak for a kunne bli mer robust. Det kan ogsa

veere feil identifisering i den tradisjonelle metoden, som vil gi feil med FT-IR metoden.

Det ble totalt analysert 59 prover av 10 P. solitum isolater (Tabell 8). Mellom tradisjonell
identifisering og FT-IR metoden samsvarte 48 av prgvene, men 11 prgver samsvarte ikke.
Prgvene som ikke samsvarte 1a innenfor samme seksjon, som kan indikere at metoden har
vanskeligheter med a skille disse artene. Imidlertid er det fa praver som ikke samsvarer mellom
metodene. Resultatene for isolatene fra 2016 gir en god indikasjon pa hvilke arter som
klassifiseres riktig med FT-IR metoden, til tross for at det kun ble utfart et gjentak. Resultatene
gir en slags verifisering av isolatene for de foregdende analysene som ble utfart, ettersom dette

kan veaere andre stammer fra 2016 enn fra 2015.

4.2 MALDI-TOF

Det ble benyttet mycel til identifisering av muggsoppene med FT-IR og MALDI-TOF. Mycel
kan gi unike spektre med informasjon om fettsyre- , protein- , karbohydrat- og
fingeravtrykkregioner i en FT-IR analyse (Shapaval et al. 2010). Det kan ogsa genereres unike
fingeravtrykk med MALDI-TOF, men med MALDI-TOF er det proteinene og peptidene i en
prgve som blir analysert (Bruker 2014). Basert pa disse opplysningene kan det tyde pa at FT-
IR kan gi mer informasjon om muggsoppen enn MALDI-TOF. | en tidligere studie av Shapaval
et al. (2010) ble det vist at karbohydratregionen var mest reproduserbar, og denne ble derfor
valgt som hovedmarkegr for muggsoppen. Innholdet av karbohydrater endres med veksten av
muggsoppen og det er derfor viktig at analysene er standardisert. Det betyr at spektrene kan gi

ulik informasjon avhengig av nar mycelet blir «hgstet». De ulike regionene (protein,
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karbohydrat etc.) er artsspesifikke (Lecellier et al. 2014) og i senere studier vil det vaere nyttig

a vite hvilke komponenter som er av betydning for de ulike artene.

Som tidligere nevnt ble det utfgrt mindre antall analyser med MALDI-TOF. Selv om noen av
artene som ble analysert med metoden ikke fantes i databasen, er de tatt med i resultatdelen.
Det ble generert en rapport etter at en analyse ble utfgrt med MALDI-TOF, som gjar at metoden
fungerte pa en litt annen mate enn det FT-IR gjar. Det kan veere at MALDI-TOF muligens er
bedre egnet til bruk i industriell ssmmenheng enn FT-IR er pa dette tidspunktet, som forelgpig
trenger statistikk ekspertise. Rapporten med MALDI-TOF resultatene sa noe om artene er
identifisert med hgy, lav eller ingen identifikasjon mulig. Resultatene viste at 36 isolater ble
identifisert med hgy grad og 14 av isolatene ga MALDI-TOF samme Klassifisering som

tradisjonell metode.

Med tradisjonell metode ble ikke Aspergillus spp. identifisert pa artsniva, men med MALDI-
TOF ble 11 Aspergillus arter identifisert med hgy grad pa artsniva, og sju ble identifisert med
lav sikker identifikasjon. Selv om Aspergillus spp. ikke ble identifisert pa artsniva med den
tradisjonelle metoden sa kan de likevel bli identifisert med MALDI-TOF, og metoden kan
indikere hvilken art den kan veere eller er nart beslektet til. Det ble benyttet en ekstern database

til MALDI-TOF, som ogsa gjer at den samme databasen er tilgjengelig for flere aktarer.

Penicillium nordicum la ikke i databasen til MALDI-TOF, og kan derfor ikke bli identifisert
som P. nordicum. Likevel ble flere av P. nordicum analysert med hgy grad av sikkerhet med
MALDI-TOF, men som en annen art enn tradisjonell metode tilsa. Hvis det er feil i
identifiseringen med den tradisjonelle metoden, kan identifiseringen med MALDI-TOF vere
korrekt. Blant annet ble P. nordicum klassifisert som P. verrucosum med MALDI-TOF. Disse
er naert beslektet med hverandre og begge kan produsere okratoksin A (Sonjak et al. 2011b). Sa
det kan det vaere av interesse hvis P. nordicum konsekvent klassifiseres som P. verrucosum, for
eventuelt & kunne utelukke OTA-produserende arter. Utfra resultatene ble tre P. nordicum
identifisert som to P. commune og en P. crustosum. Dette kan veere negativt hvis de likevel kan

vaere OTA-produserende P. nordicum.

Penicillium chrysogenum I3 i databasen til MALDI-TOF, og for begge metodene blir isolatene
identifisert som P. chrysogenum. Dette tyder pa at sa lenge referansespektrene for artene ligger
i databasen, er MALDI-TOF en god metode. Det ble benyttet bare et replikat fra hvert isolat i
analyserundene med MALDI-TOF, men for FT-IR ble det benyttet seks replikater. Det trenger
ngdvendigvis ikke a bety at databasen for MALDI-TOF er bedre, men at det er variasjoner
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innad i artene. Hvis det hadde blitt utfart flere replikater for MALDI-TOF kan det hende
prgvene hadde gitt ulik identifisering.

4.3 Vekstforsgkene

Til vekstforsgkene ble muggsoppisolatene valgt ut etter relevans. Fra spekematanleggene var
P. solitum en av de artene som ble hyppigst isolert, og ble pavist mest fra pinnekjgtt. Penicillium
solitum er ikke kjent for & produsere giftstoffer (Asefa et al. 2009; Pitt & Hocking 1999).
Penicillium nordicum ble isolert mest fra spekeskinke, og kan utgjgre en risiko ved at den
potensielt kan danne okratoksin A (Schmidt-Heydt et al. 2012). Penicillium chrysogenum ble
valgt ut fordi den kan danne penicillium, som er et allergen, (Frisvad & Samson 2004). Faktorer
som frysing, saltkonsentrasjoner og fuktighet er alle betingelser som kan pavirke veksten til
muggsoppisolatene. Det ma tas i betraktning at alle forsgkene ble utfert i labskala, og under

utvalgte betingelser. Under andre betingelser kan muggsoppene fa en annen vekst.

Det ble benyttet Malt Extract Agar basert pa Blakeslee (Samson et al. 2004b) som er et generelt
dyrkningsmedium for muggsopp. Veterinarinstituttet benyttet denne typen, mens Nofima
benyttet en annen type MEA (Oxoid). Disse inneholder litt forskjellige naringsstoffer, og de
ga forskjellig koloniutseende. Til vekstforsgkene ble det bestemt at MEA fra
Veterinarinstituttet skulle benyttes. | vekstmediene var det glukose, som ikke er i pinnekjgatt

eller spekemat. Muggsoppene vil mest sannsynlig ha en annen vekst pa et reelt produkt.

20 °C ble valgt som dyrkningstemperatur for muggsoppene. Typisk terketemperatur for
spekeskinke er i omradet fra 16 °C til 25 °C, avhengig av hvor lenge det skal tgrke og nar i
prosessen det er. Tarketemperaturen kan variere fra land til land, og type produkt (Toldrd &
Aristoy 2010). | et produksjonsanlegg vil derfor temperaturene varierer avhengig av nar i
prosessen produktet er, som igjen kan pavirke veksten av muggsoppene. Generelt kan
muggsopper vokse godt i omradet fra 16 °C til 25 °C.

Det ble inokulert direkte fra agarplate i innledende forsgk dette viste seg a veere en mindre god
metode, ettersom det ga mye «stravekst» pa praveplatene. Metoden var basert pa @ male veksten
av kolonien, og for flere replikat pa det innledende forsgket var det vanskelig a utfgre en maling.
Det gjaldt spesielt isolatene til P. solitum men ogsa for de to andre artene. Det ble derfor byttet

til & inokulere med glyserol for & hindre «strgvekst», som ogsa farte til mindre «strgvekst» pa
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platene. Hovedforsgket inneholdt flere godkjente replikater enn det innledende forsgket.

Imidlertid viste grafene for vekst den samme utviklingen for begge forsgkene.

| en studie av Schmidt-Heydt et al. (2012) ble det tillaget en sporesuspensjon med Kjent
celleantall fagr inokuleringen. | denne studien ble dette ikke utfart, som kan vere en svakhet.
Det var derfor umulig & vite hvor mye prgvemateriale som ble tilsatt praveplaten for hvert

gjentak, likevel viste isolatene samme trend i vekst.

Radius av soppkolonien og beregning av areal ble valgt for & bestemme vekst. Det er
selvfalgelig begrensninger med metoden. For & forsta veksten av muggsopp ma det skilles
mellom «vekst» og «ekstensjon». Veksten skjer gjennom hyfer som resulterer i en gkning av
biomasse, mens en forlengelse skjer ved hyfespissen. | utgangspunktet kan ikke veksten av
muggsoppen forklares alene med maling av radius (Moore et al. 2011). Dette er en svakhet med
metoden, men pa en annen side kan en maling av radius veere en god metode for & kunne se

effekten for eksempel av de ulike saltkonsentrasjonene pa et fast medium.

4.4 Vekstforsgk - Effekt av ulike saltkonsentrasjoner (NaCl)

Det var samme utvikling i vekst i det innledende forsgket som i hovedforsgket for isolatene i
de ulike saltkonsentrasjonene. Det vil derfor legges vekt pa hovedforsgket i diskusjonen. | det
innledende forsgket ble det for P. solitum isolat 8-12 kun gjennomfart et gjentak pa grunn av
forurensning pa andre gjentak, og flere av replikatene ble utelatt pa grunn av «strgvekst».
Kontaminasjonen var synlig med det blotte gyet ettersom kontaminanten skilte seg i utseende
fra det andre isolatet av samme art. For a utelukke en videre kontaminasjon ble det tatt opp nytt

materiale av isolatet pd Veterinarinstituttet som ble benyttet videre.

Det har blitt utfert fa studier som viser vekst av Penicillium spp. pa ulike saltkonsentrasjoner,
spesielt ved hgyere saltkonsentrasjoner som er benyttet i denne studien. Penicillium solitum, P.
nordicum og P. chrysogenum viste alle at de ble pavirket forskjellig av de ulike
saltkonsentrasjonene, selv innenfor art. Den statistiske analysen viste ogsa en gjennomsnittlig

reduksjon av vekst var ulikt for de forskjellige isolatene, som ogsa ble observert i vekstkurvene.

At salt kan hemme muggvekst kan vere opplagt, men flere av artene er halofile som vil si at de
kan vokse godt i produkter med salt. Saltinnholdet kan kontrollere vannaktiviteten i et produkt,

i tillegg til tarking, og @sdeleggende muggsopp er ofte forbundet med lav vannaktivitet (Rosso
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& Robinson 2001). Spekemat er karakterisert av lav vannaktivitet og hgye saltkonsentrasjoner
(Sonjak et al. 2011a). Men det er flere faktorer som spiller inn som man ma i betraktning. Som
for eksempel nar i en prosess kontaminasjon av muggsopp er mest sannsynlig. Ettersom noen
forhold kan veere spesielt gunstige for muggsopper og som kan bestemme tilstedeverelsen av
den dominerende arten (Sonjak et al. 2011a). Det er derfor vesentlig a vite hvilke muggsopper
som finnes i anleggene, og nyttig a vite hvilke faktorer som kan fremme veksten. I denne studien
ble det benyttet saltkonsentrasjonene 8,5 — 11 %, men for pinnekjott er dette som regel i
sluttproduktet. Dette kan bety at muggveksten kan veere hgyere pa en lavere saltkonsentrasjon
for eksempel hvis kontaminasjon oppstar pa et tidligere punkt i produksjon prosessen, nar det
er mindre salt i produktet. Det vil ogsa vare en forskjell i neeringsstoffer avhengig av nar i en
prosess produktet er. Nar et produkt tarker vil innhold av blant annet salt, protein og fett gke

som kan gi gunstig vekstvilkar til muggsoppen.

Likevel kan det veare nyttig for bedriften a vite i hvilken grad de hyppigst isolerte muggsoppene
blir hemmet. Spesielt for pinnekjgtt som kan inneholde ganske mye salt i slutten av en
tarkeprosess. Penicillium solitum er en kjent kontaminant for ost, kjgttprodukter og terket fisk
(Sorensen et al. 2008), og en muggsopp som kan leve godt ved lav vannaktivitet og trives i
miljger med hgyt saltinnhold (Samson et al. 2010). Resultatene viste at P. solitum ble hemmet
mer av salt enn P. nordicum og P. chrysogenum. P& de ulike saltkonsentrasjonene med
Penicillium solitum isolatene kan det ogsa se ut som salt er av mindre betydning. Om det blir

benyttet 8,5 % eller 11 % salt kan ikke se ut til & ha sa stor betydning pa veksten.

Begge isolatene for P. solitum hadde ikke synlig vekst pa 11 % salt for dag fire, som vil si at
hgy saltkonsentrasjon hemmer veksten fra start, ettersom for isolat 8-12 var det synlig vekst pa
alle saltkonsentrasjonene fra dag tre. Dette indikere at en hgyere saltkonsentrasjon kan forsinke
muggveksten etter kontaminasjon, og hvis en kontaminasjon oppstar tidlig i
produksjonsprosessen, for eksempel nar saltinnholdet ikke er sa hgyt kan det gi gunstig
vekstvilkar for P. solitum. Selv om P. solitum var av de isolatene som sa ut til & ha darligst vekst
pa saltkonsentrasjonene i forhold til kontrollen var det fortsatt vekst pa saltkonsentrasjonene.
Sa lenge P. solitum far anledning kan den ogsa vokse pa hgyere saltkonsentrasjoner, men

tregere.

Penicillium nordicum og P. chrysogenum viste mindre forskjell i vekst mellom saltholdige

medier og kontrollen enn P. solitum isolatene. Imidlertid var det minst vekst pa de hgyeste

saltkonsentrasjonene for isolatene. Resultatene indikerer at forskjellen mellom 11 % NaCl og

8,5 % NaCl har stgrre betydning for P. nordicum og P. chrysogenum enn for P. solitum
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isolatene. Bade P. nordicum og P. chrysogenum er psykro- og halotolerante, det vil si at de kan

vokse ved lave temperaturer og ved hgye saltkonsentrasjoner (Samson et al. 2010).

Det ble observert at flere av P. nordicum hadde en tregere vekst enn de andre artene, og flere
av disse var isolert fra kjglerom, som kan antyde at P. nordicum trives i kaldere klima. Det har
ogsa veert vist at P. nordicum trives ved lavere temperaturer og vokser darlig ved 30 °C (Samson
et al. 2010). Hadde isolatene blitt dyrket pa en lavere temperatur (< 20 °C) kunne de kanskje
hatt bedre vekst, som kun er antagelser. Penicillium nordicum er en art som kan tolerer lav

vannaktivitet (Samson et al. 2010), som vil si at den kan vokse pa spekematprodukter.

Penicillium chrysogenum finnes vanligvis i tempererte klima, men arten vokser godt mellom 5
- 30 °C (Samson et al. 2010), og kan vokse og vere dominerende i naeringsmidler med lav
vannaktivitet (Comi et al. 2004). Veksten av P. chrysogenum isolat 9-36 pa kontrollen i bade
det innledende og hovedforsgket hadde god vekst fra dag tre, men sa ut til & flate ut etter ca.
dag seks. Etter dag seks hadde det ikke lengre best vekst. Hva som er grunnen til dette er uvisst,
men en mulighet er at det kan begynne & mangle neringsstoffer i mediet mot slutten av
vekstperioden. Det var synlig vekst pa kontrollen og saltkonsentrasjonene for begge isolatene
av P. chrysogenum fra dag tre. Dette indikere at ulike saltkonsentrasjonene betyr mindre for
den synlige veksten av P. chrysogenum i en tidlig fase. En svakhet med metoden er at saltet kan
ha veert ujevnt fordelt i agar ved tillaging, som kan ha pavirket veksten for de ulike

muggsoppene.

4.4.1 Vekstforsgk - Sporedannelse

Ulike saltkonsentrasjoner pavirket sporedannelse for de forskjellige isolatene. Penicillium
solitum og P. nordicum dannet ikke synlig sporer for dag seks pa 11 % NaCl, mens P.
chrysogenum dannet synlig sporer allerede ved dag fem. Penicillium chrysogenum var ogsa den
arten som viste tidligst vekst pa 11 % NaCl, som tyder pa muggsoppen kan etablere seg godt
ved hgy saltkonsentrasjon og at sporer kan spres pa et tidligere stadium. Penicillium
chrysogenum er blant de mest xerofile artene innen Penicillium spp., og har vist spiring helt
ned i 0,78 aw (Pitt & Hocking 1999).

Sporer er primare komponenter for spredning av muggsoppen, og star de ovenfor ugunstige
forhold som for eksempel mangel pa naringsstoffer, lav temperatur, ugunstig pH etc. kan en

spore forbli inaktiv lenge og forsinke spiring (Moore et al. 2011). Resultatene indikerer at salt

51



kan forsinke sporedannelse av artene, men ikke forhindre dem. Pa dag atte har alle artene begynt

a produsere sporer, derimot er det forskjell i mengde sporedannelse mellom og innad i artene.

Det har kun blitt utfgrt en visuell bedemming av sporedannelsen, noe som kan veere en svakhet
for metoden. Likevel viste gjentakene den samme utviklingen i sporedannelse for artene. Sporer
som er dyrket i et laboratorium kan ha andre fysiologiske tilstander enn de som spres i miljget
(Dantigny & Nanguy 2009). Mulig sporene hadde oppfert seg annerledes under andre forhold
som for eksempel i et produksjonsanlegg. Imidlertid er det arter som er isolert fra industrien
som gir en indikasjon pa hvordan sporedannelsen blir pavirket av saltkonsentrasjonene over en

begrenset tid.

4.5 Vekstforsgk - Effekt av Frysing

Innfrysningsbetingelsene pavirket ogsa muggsopp isolatene forskjellig. Selv om temperaturen
var forskjellig i det innledende forsgket (- 20 °C) og hovedforsgket (- 23 °C) viste isolatene

samme vekstutviklingen i begge forsgkene.

Det finnes ogsa lite litteratur pa hvordan de ulike arter blir pavirket av frysing. | denne studien
kan resultatene tyde pa at sporene spres mer nar de blir fryst rett etter inokulering, sammenlignet
med de som har veert dyrket i tre dggn og sa fryst. Den samme utviklingen for «strgvekst» kunne
observeres for P. solitum, P. chrysogenum og P. nordicum. En mulig forklaring kan veere at
isolatene er pa ulike stadier i vekst nar de blir innfryst. Isolatene som har veert dyrket i tre dggn
far de fryses har dannet mycel, mens isolatene som fryses rett etter inokulering er fortsatt sporer.
Det har veert vist at mycel generelt er mer sensitiv for frysing enn det sporer er (Mazur 1968).
Det ble observert at veksten for isolatene er mindre nar de ble fryst tre dager etter inokulering
enn de som ble fryst rett etter inokulering. Det stgtter teorien om at mycel er mer sensitiv for
frysing enn sporer. Sporer er ogsa utviklet for a spre muggsoppen (Deacon 1984). Noen sporer
kan spre seg ved eksponering av hgye (+ 40 °C) eller lave temperaturer (- 50 °C), fordi
temperatursjokket kan fungere som triggere til aktivering av sporene (Isaac 1998). Det kan
forklare at isolatene hadde mer «strgvekst» nar de ble fryst rett etter at de ble inokulert, og ogsa
at de viste mer vekst generelt. Selv om det ikke var mulig & male radius av disse koloniene, var
det en synlig tendens at det var raskere vekst og stgrre sporeproduksjon pa platene som ble fryst

umiddelbart etter inokulering enn i prgvene som ble fryst tre dager etter inokulering.
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Beregningene av kolonistgrrelsen for platene fryst tre dggn etter inokulering viste forskjell
mellom det innledende forsgket og hovedforsgket, som kan vaere en malefeil eller tilfeldigheter.
| hovedforsgket for P. chrysogenum isolat 8-41 ga frysing i ett degn mindre vekst enn frysing i
tre dggn, mens for isolat 9-36 var det omvendt, selv om disse er fra samme art. Man kan ogsa
se en forskjell i vekst mellom isolatene for P. nordicum og P. chrysogenum. Det var for
eksempel ingen forskjell i innfrysning i tre degn eller ett dggn for P. nordicum isolat 8-74, men
for isolat 6-1-2 ble veksten redusert mer av innfrysningen i tre dggn enn ett degn.

Innfrysningen ma ogsa ses i sammenheng med produksjon av spekemat. Hvis det er ravaren
som er kilden til kontaminasjonen, som for eksempel har veert fryst pa forhand, vil ravaren mest
sannsynlig utvikle muggvekst under produksjonen, men dette vil da kunne oppdages for det
kommer ut til forbruker. Derimot hvis en kontaminasjon skjer under produksjon, og produktet
blir fryst far det kommer ut til forbruker, kan det veere vanskeligere a oppdage en muggvekst
tidlig og det kan gi sterre konsekvenser for bedriften, som for eksempel tilbakekalling av et
produkt. Et annet aspekt er hvis spekemat blir tgrket pa den riktige maten trenger de i
utgangspunktet ikke & bli fryst. Lavere lagringstemperatur gir lavere mikrobiell vekst, og en
tregere gdeleggelse av matvaren (Madigan et al. 2010). Dette vil si at nar muggsoppene er fryst
kan de bli forhindret i & vokse, men derimot kan muggveksten begynne nar forholdene blir
gunstige igjen. Til tross for at det har blitt rapportert om muggvekst pa lavere temperaturer,
antydes det at naeringsmidler som er fryst under — 10 °C eller lavere er mikrobiologisk stabile
(Pitt & Hocking 1999).

Det ma ogsa presisere her at hvis det hadde blitt benyttet lavere temperaturer eller lengre
innfrysningstid, sa er det en mulighet at isolatene hadde vokst annerledes etter frysing. De var
alle dyrket like lenge ved 20 °C og det var innfrysningstiden og innfrysningslengden som
varierte. Isolatene ble ogsa observert pa dag 25 etter a ha statt pa 20 °C, som viste at alle platene
var overgrodd, men at det var noe forskjell i koloniutseende (disse resultatene er ikke vist).

Dette tyder pa at artene vokser godt hvis de far mulighet selv etter at de har veert fryst.

4.6 Vekstforsgk - Effekt av ulik fuktighet

| en studie av Comi et al. (2004) ble Penicillium spp. hyppig funnet pa overflaten av
spekeskinke der den relative luftfuktigheten var hgyere enn 80-85 % RF. Dette indikerer at

muggsoppene kan trives ved hgy relativ fuktighet, men det er ikke noe som motsier at de ogsa
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kan vokse ved lavere relativ fuktighet. I et produksjonsanlegg for spekemat kan den relative
fuktigheten variere, for noen steder kan den veaere mellom 65 % og 80 % RF. Det er ogsa
avhengig ndr i prosessen det er produksjonen er. Speketiden og modningstrinnene har en
sammenheng med fuktighetsnivaet og vannaktiviteten som direkte pavirker ssmmensetningen

av muggsoppene (Castellari et al. 2010).

Forsgkene med ulik fuktighet ble ikke som gnsket fordi det viste seg a veere utfordrende a oppna
de gnskede fuktighetene i boksene. Pa grunn av dette ble det bare utfart et gjentak. Det var tegn

til forskjeller i vekst mellom isolatene men ikke nok til & konkludere noe med sikkerhet.

4.7 Konklusjon

Denne studien viste at identifisering av muggsopp med FT-IR og MALDI-TOF kan bli lovende,
men utilstrekkelige databaser gjgr metodene forelgpig begrenset. Det var i hovedsak samsvar
mellom Klassifisering av isolatene ved FT-IR metoden og tradisjonell metodikk/sekvensering.
Derfor kan metoden brukes til & gi en indikasjon pa hvilke muggsopper som dominerer i
anleggene. Dette kan veere nyttig informasjon til bedriftene slik at kan sette inn tiltak for &

forhindre videre kontaminasjon eller vekst av problem muggsopp.

Vekstforsgkene ga mer kunnskap om hvordan utvalgte muggsopp vokste under de forskjellige
betingelsene. Ligger miljgbetingelsene til rette kan det fremme veksten av problemmugg, men

med endringer i betingelsene er det mulig a redusere eller forsinke veksten.
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6 Vedlegg

6.1 Muggsoppisolater
Tabell 11. Detaljert oversikt over muggsoppisolater benyttet til forsgkene. Alle isolatene ble benyttet til FT-IR. *Ett gjentak pa
FT-IR (isolater fra 2016). **Benyttet til MALDI-TOF. ***Benyttet til vekstforsgk.

Sted i nummer
Isolat Kilde Opprinnelse produksjonen Uttaks dato _benyttet pa
isolat
P. solitum ** A Luftprave Salterom 17.09.2015 |8-1
P. solitum ** A Luftprove Klimarom 17.09.2015 |8-2
P. solitum ** *** A Luftprove Raykerom 24.09.2015 |8-12
P. solitum** A Luftprave Salterom 01.10.2015 |8-38
P. solitum ** A Luftprove Salterom 12.11.2015 | 9-58
P. solitum ** A Luftprave Klimarom 26.11.2015 |9-68
P. solitum ** B Luftprave Klimarom 10.11.2015 | 8-63
P. solitum ** *** B Luftprove Klimarom 10.11.2015 | 8-64
P. solitum ** B Luftprave Avsaltningsrom | 10.11.2015 |8-65
P. solitum ** B Luftprave E?;i;eni 10.11.2015 | 8-66
P. solitum ** B Luftprove Klimarom 10.11.2015 | 8-67
P. solitum ** B Luftprave Spylerom 10.11.2015 | 8-68
P. solitum ** B Luftprove Varemottak 10.11.2015 | 8-69
P. solitum ** B Luftprave Varemottak 10.11.2015 |8-70
P. solitum ** B Luftprave Pakkerom 10.11.2015 | 8-75
P. solitum* A Luftprove Garderobe 30.08.2016 |3-1
P. solitum* A Luftprove Raykerom 30.08.2016 |25-1
P. solitum* A Luftprove Sagerom 30.08.2016 |43-1
P. solitum* A Sliceravfall Pakkerom 30.08.2016 |61-1
P. solitum* B Luftprove Kjglerom 28.09.2016 |25-2
P. solitum* B Svaber/skinke Kjglerom 28.09.2016 |54-1
P. solitum* B Luftprave Modningsrom 28.09.2016 |83-3
P. solitum* A Luftprove Klimasone 30.08.2016 |51-2
P. solitum* B Luftprove Varemottak 28.09.2016 |3-3
P. solitum* B Svaber/skinke Klimarom 28.09.2016 |74-1
Penicillium chrysogenum ** A Luftprave Raykerom 24.09.2015 |8-11
P. chrysogenum ** *** A Luftprave Modningsrom 01.10.2015 |8-41
P. chrysogenum** A Luftprove Klimarom 01.10.2015 |8-42
P. chrysogenum*>* A Luftprave Raykerom 12.11.2015 | 9-65
P. chrysogenum** *** B Luftprave Varemottak 10.11.2015 | 9-36
P. chrysogenum*>* B Luftprave Avsaltningsrom | 10.11.2015 |9-41
P. chrysogenum** B Luftprove Gang 10.11.2015 | 9-46
P. chrysogenum*>* VI Pinnekjatt 28.05.2014 | 05/09/01
P. chrysogenum** C Spekeskinke 15.12.2006 | 02/09/63
P. chrysogenum** Oppland Ingen info 31.10.2007 | 03/05/56
P. chrysogenum* B Svaber/ventilasjon | Modningsrom 28.09.2016 |40-3
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P. chrysogenum* A Stav Klimasone 30.08.2016 |53-2

P. nordicum ** A Luftprave Kjglerom 01.10.2015 |8-34

P. nordicum ** B Luftprove Kjglerom 10.11.2015 | 8-60

P. nordicum ** B Luftprove Gang 10.11.2015 |8-72

P. nordicum ** **=* B Luftprave Kjglerom 10.11.2015 |8-74

P. nordicum ** B Luftprove Kjglerom 10.11.2015 |8-76

P. nordicum ** C Spekemat 16.01.2007 | 03/01/28
P. nordicum ** C Spekemat 05.07.2007 | 03/02/81
P. nordicum ** *** VI Pinnekjgatt 29.08.2014 | 06/01/02
P. nordicum ** Vi Pinnekjgatt 29.08.2014 | 06/01/03
P. nordicum ** VI Pinnekjgatt 30.09.2014 | 06/01/07
P. nordicum* B Luftprave Avsaltingsrom 28.09.2016 |15-4

P. nordicum* B Luftprove Kjglerom 28.09.2016 |25-1

P. nordicum* B Svaber/vifte Kjglerom 28.09.2016 |37-2

P. nordicum* B Svaber/vegg Kjglerom 28.09.2016 |48-1

P. nordicum* B Luftprove Modningsrom 28.09.2016 |82-2

P. nordicum* B Luftprave Modningsrom 28.09.2016 |83-1

P. brevicompactum A Luftprave Pinnekjottrom | 17.09.2015 | 8-4

P. brevicompactum A Luftprave Salterom 24.09.2015 | 8-10

P. brevicompactum A Luftprave Rgykerom 01.10.2015 |8-17

P. brevicompactum A Luftprave Salterom 12.11.2015 | 9-63

P. brevicompactum A Luftprave Rgykerom 26.11.2015 | 9-70

P. brevicompactum B Luftprave Klimaom 10.11.2015 | 8-61

P. brevicompactum B Luftprave Rgykerom 10.11.2015 | 8-71

P. brevicompactum B Luftprave Varemottak 10.11.2015 | 8-79

P. brevicompactum B Luftprave Varemottak 10.11.2015 | 9-33

P. brevicompactum B Luftprave Sagerom 10.11.2015 | 9-37

P. brevicompactum/bialowiezense* A Luftprove Sw?)rgj?\i\:\i;irom 30.08.2016 | 23-2

P. brevicompactum/bialowiezense* A Luftprave Raykerom 30.08.2016 | 40-4

P. brevicompactum* A Luftprave Sagerom 30.08.2016 | 42-3

P. brevicompactum/bialowiezense* B Luftprave Avsaltningsrom | 28.09.2016 | 15-2

P. brevicompactum/bialowiezense* B Luftprove Raykerom 28.09.2016 | 8-2

P. brevicompactum* B Luftprave Varemottak 28.09.2016 | 3-1

P. brevicompactum* B Svaber/pinnekjgtt | Modningsrom | 28.09.2016 | 23-1

P. brevicompactum* B Luftprave Sagerom 28.09.2016 | 61-2

P. olsonii VI Luftprove Salterom 8-3

P. olsonii VI Luftprave Raykerom 8-23

P. olsonii VI Luftprove Salterom 9-61

P. olsonii VI Spekeskinke 2-9-53
P. olsonii VI Miljgprave? 4-9-48
P. olsonii* A Luftprove Raykerom 30.08.2016 | 28-2

P. commune VI Svaber/skinke Modningsrom 9-35

P. commune VI Luftprove Sagerom 8-27

P. commune VI Luftprave Ragykerom 8-81

P. commune VI Spekeskinke 3-8-55
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P. commune VI Spekemat 3-2-45
P. commune* A Luftpreve Sagerom 30.08.2016 | 43-2
P. commune* B Pinnekjgatt Modningsrom | 28.09.2016 | 24-1
P. corylophilum VI Luftprave Produksjonsrom 8-8
P. corylophilum VI Luftprave Klimasone 8-22
P. corylophilum VI Luftprave Klimarom 9-39
P. corylophilum VI Spekemat 3-2-3
P. corylophilum VI Luftprove Grisehus 6-3-38
P. corylophilum* A Luftprove Modningsrom | 30.08.2016 | 19-2
P. corylophilum* A Svaber/salami Klimasone 30.08.2016 |59-2
P. crustosum VI Luftprave Pinnekjattrom 8-9
P. crustosum Vi Luftprave Varemottak 9-32
P. crustosum VI Luftprave Salterom 9-59
P. crustosum Vi Spekeskinke 3-1-32
P. crustosum VI Luftprave Grisehus 6-3-36
P. crustosum* A Luftprave Sagerom 30.08.2016 | 42-2
P. expansum VI Luftprave Raykerom 8-16
P. expansum Vi Luftprave Rgykerom 8-24
P. expansum VI Luftprave Pinnekjgttrom 9-60
P. expansum Vi Spekeskinke 2-8-44
P. expansum Vi Spekemat 3-3-46
P. expansum* A Luftprave Sagerom 30.08.2016 | 42-4
P. decumbens VI Stav Klimarom 8-21
P. decumbens VI Luftprave Kjglerom 8-25
P. decumbens VI Stav Klimarom 8-28
P. decumbens VI Luftprave Raykerom Y-22
P. decumbens Vi Neseprave Hund 5-7-79
P. decumbens VI Luftprave Grisehus 6-3-60
P. decumbens* A Svaber/vegg Kjglerom 30.08.2016 | 70-1
A. niger. ** A Luftprave Salterom 17.09.2015 | 8-6
A. versicolor ** A Luftprave Rgykerom 24.09.2015 | 8-14
A. versicolor ** A Svaber/Vegg Pakkerom 01.10.2015 | 8-35
Aspergillus spp. ** A Luftprave Raykerom 01.10.2015 | 8-45
A. versicolor ** A Svaber/gulv Pakkerom 01.10.2015 | 8-46
Aspergillus spp. A Luftprave Raykerom 01.10.2015 | 8-47
Aspergillus spp. ** A Luftprove Ute 01.10.2015 | 8-48
A. versicolor ** A Svaber/gulv Pakkerom 01.10.2015 | 8-49
Aspergillus spp. ** A Luftprove Raykerom 01.10.2015 | 8-50
Aspergillus spp. ** A Raykespon Raykerom 01.10.2015 | 8-52
Aspergillus spp. ** A Raykespon Raykerom 01.10.2015 | 8-53
Aspergillus spp. ** A Stav Raykerom 01.10.2015 | 8-54
Aspergillus spp. ** A Stav Raykerom 01.10.2015 | 8-55
Aspergillus spp. ** A Luftprave Raykerom 01.10.2015 | 8-56
Aspergillus spp. ** A Luftprove Trapperom 01.10.2015 | 8-57
A. creber/versicolor ** B Luftprove Raykerom 10.11.2015 | 8-73
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Aspergillus spp. ** B Luftprove Ute 10.11.2015 | 9-47
A. fumigatus ** B Luftpreve Ute 10.11.2015 | 9-49
A. penicilloides ** B Luftprave Avsaltningsrom | 10.11.2015 | 9-50
A. eurotium ** B Luftprove Ute 10.11.2015 | 9-51
Aspergillus spp. ** B Luftprove Gang 10.11.2015 | 9-52
Aspergillus spp. ** B Luftprave Varemottak 10.11.2015 | 9-53
Aspergillus spp. ** B Luftprave Klimarom 10.11.2015 | 9-54
Aspergillus spp. ** B Luftprave Ute 10.11.2015 | 9-55
Aspergillus spp. ** A Tarm 28.01.2016 | 9-30
Aspergillus spp.* A Tarm Ravare 30.08.2016 | 85-1
Aspergillus spp.* A Luftprave Garderobe 30.08.2016 | 3-3

Aspergillus spp.* A Luftprave Raykerom 30.08.2016 | 30-3
Aspergillus spp.* B Luftprave Rgykerom 28.09.2016 | 31-3
Aspergillus spp.* B Luftprave Ute 28.09.2016 |1-1

Aspergillus spp.* B Svaber/pinnekjott | Klimasone 28.09.2016 | 72-1
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6.2 Tillaging av medier

Tabell 12. Tillaging av vekstmedier benyttet til FT-IR og MALDI-TOF.

Vekstmedier Produsent Tillaging Bruk
Oxoid, Basingstoke, | 23g til 11 destillert vann. Autoklavert | FT-IR
Yeast Extract Agar England 121 °C i 15 minutter.
Fluka, Sigma-aldrich, | 20g til 11 destillert vann. Autoklavert | FT-IR
Malt Extract Broth India 115 °C i 10 minutter.
Oxoid, Basingstoke, | 50g til 11 destillert vann. Autoklavert | MALDI-TOF
Malt Extract Agar England 115 °C i 10 minutter.
Sabouraud  dextrose | Medieproduksjonen
broth VI Medieproduksjonen VI MALDI-TOF

Tabell 13. Oppskrift og tillaging av Malt Extract Agar benyttet til de ulike vekstforsgkene som salt, frysing og fuktighet.

Produktnavn Produsent Innveid Tillaging Bruk
mengde
Maltekstrakt Oxoid, Basingstoke, | 89 Innveid mengde ble | Vekstforsgk
Enaland tilsatt destillert vann
. - g_ - og blandet godt.
Bakteriologisk Oxoid, Basingstoke, | 0,49 Autoklavert 121°C i
pepton England 15 minutter
Glukose” Sigma-aldrich 8¢
Bakteriologisk agar | Oxoid, Basingstoke, | 8 ¢
England
Destillert H,O 400 ml
NaCl Merck,  Darmstadt, | -85% Blandet med | Vekstforsgk
Tyskland - Z °5/°0/ MEA og | med NaCl
-9, 0
-10 % autoklavert
-10,5%
-11%

*D-(+)-Glucose monohydrate

Mediene ble sterilisert i en autoklav (CertoClav Sterilizer GmbH, Traun, @sterrike).
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6.3 Beregninger

Formel benyttet til beregning av salt (NaCl):

Totale mengden )
% NaCl x 100 = Mengde tilsatt NaCl

Eksempel: 9 % NaCl = 36 gram NaCl tilsatt mediet

Beregning av areal:
Arealet ble beregnet i excel med formelen:

3,1416 *radius”2 = arealet

6.4  Statistikk hovedforsgk salt (NaCl)

Tabell 14. Radata for statistikk analysen viser at alle P-verdier (Pr(>F)) er mindre enn 0,004, altsa hayst signifikante.

Anova Table (Type II tests)

Response: areal
sum sgq Df F wvalue Pr(=F)

tid 12210 1 528.5116 < 2.2e-16 #*¥%*
salt 19634 1 849.9023 < 2.2e-16 ===
isolat 86177 5 746.0599 <« 2.2e-16 ===
tid:salt 197 1 8.5165 0.003951 ==
tid:isolat 8431 5 72.9931 <« 2.2e-16 ¥k
salt:isolat 2018 5 17.4725 3.501e-14 **=*
Residuals 4320 187

Signif. codes: O ***** (Q_001 ‘**' 0.01 “*’ 0.05 *.” 0.1 * ' 1
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6.5 Radata innledende forsgk med salt (NaCl)

Tabell 15. R&data for P. solitum isolat 8-12. 1. gjentak var kontaminert. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hgyre
kolonne.

P. solitum 8-12

1. gjentak 2.gjentak Gj. radius Avreal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 3 3 2,83 25,22
Dag 4 4,5 4,5 4,5 4,50 63,62
Dag 5
Dag 6 7,5 8 8 7,83 192,77
Dag 7 9 9,5 9 9,17 263,98
Dag 8 10,5 11 10,5 10,67 357,44
9 % NaCl
Dag 2 1,5 1 2 1,50 7,07
Dag 3 3,5 3 3,5 3,33 34,91
Dag 4 5 5 5 5,00 78,54
Dag 5
Dag 6 8,5 7 9 8,17 209,53
Dag7 10 10 10 10,00 314,16
Dag 8 11,5 11 11 11,17 391,74
9,5 % NaCl
Dag 2 1,5 1,5 1,5 1,50 7,07
Dag 3 3 3 3 3,00 28,27
Dag 4 5 4,5 4,5 4,67 68,42
Dag 5
Dag 6 8 8 8 8,00 201,06
Dag7 10 9 9,5 9,50 283,53
Dag 8 11 11 11 11,00 380,13
10 % NaCl
Dag 2 1,5 1,50 7,07
Dag 3 2 3 3 2,67 22,34
Dag 4 3,5 4,5 5 4,33 58,99
Dag 5
Dag 6 6,5 7 7 6,83 146,70
Dag 7 8,5 9 9 8,83 245,13
Dag 8 10 10 10,5 10,17 324,72
10,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 2,5 3 2,67 22,34
Dag 4 4 4 4 4,00 50,27
Dag 5
Dag 6 7 6,5 7 6,83 146,70
Dag 7 8,5 8,5 8,5 8,50 226,98
Dag 8 9 9,5 10 9,50 283,53
11 % NaCl
Dag 2 2 1,5 1,75 9,62
Dag 3 3,5 3,5 2,5 3,17 31,50
Dag 4 5 5 4,5 4,83 73,39
Dag 5
Dag 6 7,5 7,5 7 7,33 168,95
Dag 7 9,5 10 8,5 9,33 273,67
Dag 8 10 10 10 10,00 314,16
Kontroll
Dag 2 3 3 3 3,00 28,27
Dag 3 6 6 6 6,00 113,10
Dag 4 8,5 9 8,5 8,67 235,97
Dag 5
Dag 6 13 13,5 13 13,17 544,63
Dag 7 15 15 15 15,00 706,86
Dag 8
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Tabell 16. Radata for P. solitum 8-64 i det innledende forsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hgyre kolonne
for to gjentak.

P. solitum 8-64

1. gjentak 2.gjentak Gj. radius  |Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2 15 15 15 1,50 7,07
Dag 3 3 3 2,5 3 3 3 2,92 26,73
Dag 4 4 4 4 4,5 4,5 4,20 55,42
Dag 5 5 55 5,25 86,59
Dag 6 75 7 7 6 6 6,70 141,03
Dag 7 8,5 8 7,5 7,5 8 7,90 196,07
Dag 8 9 9 8,5 7,5 8,5 8,50 226,98
9 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00
Dag 3 15 15 2 3 3 3 2,33 17,10
Dag 4 35 3 3,5 35 4 35 3,50 38,48
Dag 5 5 5,00 78,54
Dag 6 6,5 55 6 6 6,00 113,10
Dag 7 7,5 7 75 75 7,38 170,87
Dag 8 8,5 8 8 8 8,13 207,39
9,5 % NaCl
Dag 2 1 15 1,25 4,91
Dag 3 2 2,25 3 2 3 2,45 18,86
Dag 4 35 3,5 3,5 3 35 3,40 36,32
Dag 5 55 4 5 4,83 73,39
Dag 6 6 6,5 6 5 55 5,80 105,68
Dag 7 7 8 7,5 6 7 7,10 158,37
Dag 8 8 8,5 8 7 7 7,70 186,27
10 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2 15 15 3 3 3 2,33 17,10
Dag 4 35 3 2,5 3,5 3 3,5 3,17 31,50
Dag 5 4 4 4,5 4,17 54,54
Dag 6 55 55 55 5,50 95,03
Dag 7 7 6,5 6,5 6,67 139,63
Dag 8 7,5 7,5 75 7,50 176,72
10,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2 15 1 3 2,5 2,5 2,08 13,64
Dag 4 3 2,5 2,5 3 3 3,5 2,92 26,73
Dag 5 4,5 3,5 4 4,00 50,27
Dag 6 5 4,5 5 4,5 5 4,80 72,38
Dag 7 6 6 6 55 6 5,90 109,36
Dag 8 75 7 7 6,5 7 7,00 153,94
11 % NaCl
Dag 2 0 0 0
Dag 3 15 1 2,5 2,5 25 2,00 12,57
Dag 4 25 2,5 3,5 2,83 25,22
Dag 5 5 4,5 4 4,50 63,62
Dag 6 4,5 5 55 5 5 5,00 78,54
Dag 7 6 55 7,5 7,5 6 6,50 132,73
Dag 8 7 8 8,5 6,5 7,50 176,72
Kontroll
Dag 2 3 3 3,00 28,27
Dag 3 5 5 6 5,33 89,36
Dag 4 7 7 7,5 7,5 7,5 7,30 167,42
Dag 5 9 9 9,00 254,47
Dag 6 10 10,5 11 10,50 346,36
Dag 7 11,5 12 12 11,83 439,91
Dag 8
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Tabell 17. Radata for P. nordicum 6-1-2 i det innledende forsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hayre
kolonne for to gjentak.

P. nordicum 6-1-2

1. gjentak 2.gjentak Gj. radius | Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 4 4 35 3 3 3 3,42 36,67
Dag 4 6 55 55 4,5 5 5 5,25 86,59
Dag 5 8,5 8 7,5 8,00 201,06
Dag 6 9,5 10 9,5 8,5 8,5 9 9,17 263,98
Dag 7 12 11,5 12 10,5 11 11 11,33 403,52
Dag 8 13,5 13 12,5 12 12,5 12,5 12,67 504,05
9 % NacCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 3 35 3 2 3 2,83 25,22
Dag 4 55 5 5 4,5 4 5 4,83 73,39
Dag 5 7,5 7 7 7,17 161,36
Dag 6 9 8,5 85 85 8 8,5 8,50 226,98
Dag 7 11 1 10,5 10,5 10 10,5 10,58 351,88
Dag 8 12,5 12 11 12,5 11,5 12,5 12,00 452,39
9,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 3 3 25 25 3 2 2,67 22,34
Dag 4 5 5 4,5 5 5 4 4,75 70,88
Dag 5 7 7 6,5 6,83 146,70
Dag 6 9 9 85 8 9 8 8,58 231,45
Dag 7 10,5 10,5 10 10 10,5 9 10,08 319,42
Dag 8 12 12 11,5 12 12,5 11,5 11,92 446,13
10 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 3 2,5 25 0 15 25 2,00 12,57
Dag 4 4,5 4 4 25 35 4,5 3,83 46,16
Dag 5 6,5 6 6 6,17 119,47
Dag 6 8 8 8 6 7 8 7,50 176,72
Dag 7 10 10 9 8 8,5 10 9,25 268,80
Dag 8 11 10,5 10,5 10 10 11,5 10,58 351,88
10,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 2 2 15 1 2,5 1,92 11,54
Dag 4 4 4 4 35 3 4 3,75 44,18
Dag 5 6,5 6 6 6,17 119,47
Dag 6 8 7,5 7 7 6,5 8 7,33 168,95
Dag 7 9,5 8,5 8,5 8,5 8,5 9 8,75 240,53
Dag 8 11 11 10 10 10 11 10,50 346,36
11 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2 0,5 0 1 2 25 1,33 5,59
Dag 4 35 2,5 15 3 35 4,5 3,08 29,87
Dag 5 55 5 35 4,67 68,42
Dag 6 7,5 6 5 7 7 8 6,75 143,14
Dag 7 9 7.5 6 85 8,5 9,5 8,17 209,53
Dag 8 10 9 8,5 10,5 9 9 9,33 273,67
Kontroll
Dag 2 2,5 2,5 15 2,17 14,75
Dag 3 5 5 4,5 5 4,5 4 4,67 68,42
Dag 4 6 7 6,5 7 7 6,5 6,67 139,63
Dag 5 8,5 8,5 85 8,50 226,98
Dag 6 10,5 1 11 11 11,5 10,5 10,92 374,40
Dag 7 13 13 12,5 12,5 13 12,5 12,75 510,71
Dag 8 13,5 14 13,5 14 15 14 14,00 0,00
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Tabell 18. Radata for P. nordicum 8-74 i det innledende forsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hayre kolonne
for to gjentak.

P. nordicum 8-74

1. gjentak 2.gjentak Gj. radius Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2 3 3,00 28,27
Dag 3 3,5 3,5 4 5,5 2 2,5 3,50 38,48
Dag 4 55 55 6 7 4,5 5 5,58 97,94
Dag 5 7,5 8 8 7,83 192,77
Dag 6 9,5 9,5 10 11 8,5 9 9,58 288,53
Dag 7 10,5 10,5 11,5 12 10 11,5 11,00 380,13
Dag 8 13 12,5 13,5 13 12,5 12,5 12,83 517,40
9 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 3 3,5 2,5 3,5 3 3,00 28,27
Dag 4 5 5,5 5,5 4,5 5,5 5,5 5,25 86,59
Dag 5 7 7 7,5 7,17 161,36
Dag 6 8,5 9 9,5 8,5 10 10 9,25 268,80
Dag 7 10 11 11,5 10 11 11 10,75 363,05
Dag 8 12 12 12,5 11,5 13 12,5 12,25 471,44
9,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 3,5 3,5 2 15 1,5 2,42 18,35
Dag 4 4,5 55 55 4 3,5 3,5 4,42 61,28
Dag 5 6,5 7,5 8 7,33 168,95
Dag 6 8,5 8,5 9,5 8 7 7,5 8,17 209,53
Dag 7 11 10,5 10,5 10 8,5 9,5 10,00 314,16
Dag 8 12 11,5 12,5 12 10 11 11,50 415,48
10 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 3 3,5 15 2,5 15 2,42 18,35
Dag 4 4 4,5 5 35 4,5 3,5 4,17 54,54
Dag 5 6 7 7,5 6,83 146,70
Dag 6 8 8,5 8,5 7,5 8 7,5 8,00 201,06
Dag 7 9,5 10 10,5 9,5 10 9 9,75 298,65
Dag 8 11 11,5 12 10,5 115 10,5 11,17 391,74
10,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 15 15 2,5 2 1 1 1,58 7,88
Dag 4 3 3,5 4 4 3,5 3 3,50 38,48
Dag 5 5 55 6 5,50 95,03
Dag 6 6,5 7 7,5 7,5 7 6,5 7,00 153,94
Dag 7 8 8,5 8,5 9 8 8 8,33 218,17
Dag 8 10 10 10 11 10 10 10,17 324,72
11 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 0 1,5 2,5 0 0 0 0,67 1,40
Dag 4 2,5 3 4 0 2,5 2,5 2,42 18,35
Dag 5 4,5 4,5 55 4,83 73,39
Dag 6 6 7 7 3 6 6 5,83 106,90
Dag 7 8 8 8,5 4,5 7,5 7,5 7,33 168,95
Dag 8 9 10 10,5 6 9 9 8,92 249,78
Kontroll
Dag 2 2 2,00 12,57
Dag 3 4 4 4,5 3,5 4 3,5 3,92 48,19
Dag 4 6 6 6,5 5 6 5 5,75 103,87
Dag 5 7,5 7,5 8 7,67 184,66
Dag 6 9,5 9,5 10 8,5 9,5 9 9,33 273,67
Dag 7 11 10,5 12 10 11 10,5 10,83 368,70
Dag 8 12 12 12,5 11,5 12,5 12 12,08 458,70
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Tabell 19. Radata for P. chrysogenum 8-41 i det innledende forsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hayre
kolonne for to gjentak.

P. chrysogenum 8-41

1. gjentak 2.gjentak Gj. radius Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2 2,5 2,5 2 2,33 17,10
Dag 3 4,5 4 4,5 5,5 5 4,5 4,67 68,42
Dag 4 6 5,5 5,5 8 6,5 6 6,25 122,72
Dag 5 7,5 7,5 7,5 7,50 176,72
Dag 6 9 8,5 8,5 11 10,5 9,5 9,50 283,53
Dag 7 10,5 10 10 13 12 11,5 11,17 391,74
Dag 8 12 12 12 14 13,5 12,5 12,67 504,05
9 % NaCl
Dag 2 2 2 2,00 12,57
Dag 3 4,5 4,5 4 4,5 4,5 4,40 60,82
Dag 4 6,5 6,5 5 7 7,5 6,50 132,73
Dag 5 7,5 7 7,25 165,13
Dag 6 9,5 8 10 10 9,38 276,12
Dag 7 11,5 10 12 12 11,38 406,49
Dag 8 12,5 11 13,5 12,33 477,87
9,5 % NaCl
Dag 2 2 2 2,00 12,57
Dag 3 4,5 3,5 3 4 4 3,80 45,36
Dag 4 6 5,5 5 6,5 6 5,80 105,68
Dag 5 7,5 6,5 6 6,67 139,63
Dag 6 9 8 7,5 9 8,38 220,35
Dag 7 10,5 9 8 10 9,38 276,12
Dag 8 11,5 11 11,25 397,61
10 % NaCl
Dag 2 1,5 2 1,5 1,67 8,73
Dag 3 3,5 4 3,5 4 4 4 3,83 46,16
Dag 4 5,5 5,5 5 6 6 6,5 5,75 103,87
Dag 5 6,5 7 6 6,50 132,73
Dag 6 7,5 8 7 9 9 9 8,25 213,83
Dag 7 9 9 8 11 10,5 11 9,75 298,65
Dag 8 10 10,5 9,5 12 12 12 11,00 380,13
10,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 3,5 3 3 3 2,5 2,5 2,92 26,73
Dag 4 6 5 4,5 5 4,5 4 4,83 73,39
Dag 5 7 6 5,5 6,17 119,47
Dag 6 8 7,5 7 7,5 7 6,5 7,25 165,13
Dag 7 10 9 8 8,5 8 8 8,58 231,45
Dag 8 11 10,5 10 9,5 9 10,00 314,16
11 % NaCl
Dag 2 15 15 2 1,67 8,73
Dag 3 3,5 2,5 2,5 3 3,5 3,5 3,08 29,87
Dag 4 5 3,5 3 5 5,5 6 4,67 68,42
Dag 5 6 5 4,5 5,17 83,86
Dag 6 7,5 6,5 55 7,5 8 8,5 7,25 165,13
Dag 7 8,5 7,5 7 9 9,5 10 8,58 231,45
Dag 8 9,5 9 8 10 10,5 11 9,67 293,57
Kontroll
Dag 2 3 3,5 3,5 3,33 34,91
Dag 3 5 5 5 5,5 5,5 5,5 5,25 86,59
Dag 4 6,5 6,5 6,5 7,5 8 7 7,00 153,94
Dag 5 8,5 8,5 8,5 8,50 226,98
Dag 6 10,5 10,5 10 10,5 11 11,5 10,67 357,44
Dag 7 12 12 12 12,5 13 12,5 12,33 477,87
Dag 8 13 13 13 13,5 14 14 13,42 565,51
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Tabell 20. R&data for P. chrysogenum 9-36 i det innledende forsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hayre
kolonne for to gjentak.

P. chrysogenum 9-36

1. gjentak 2.gjentak Gj. radius Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2 2,5 2,50 19,64
Dag 3 4 4,5 5,5 2 5 4,20 55,42
Dag 4 7 7 7,5 4,5 3 8 6,17 119,47
Dag 5 9,5 10 10,5 10,00 314,16
Dag 6 12 13 10 9 13,5 11,50 415,48
Dag 7 14,5 15,5 13 11,5 15,5 14,00 615,75
Dag 8 16 17 15,5 15 15,88 791,73
9 % NaCl
Dag 2 2 2 2 2,00 12,57
Dag 3 3,5 4 5 4,5 4,5 4,5 4,33 58,99
Dag 4 6 6,5 7 6,50 132,73
Dag 5 8,5 9 10 9,17 263,98
Dag 6 11 12 13 12 12,00 452,39
Dag 7 14 15 15 14 14,50 660,52
Dag 8 15,5 15,5 16 15,67 771,09
9,5 % NaCl
Dag 2 2 2,00 12,57
Dag 3 35 3,5 4,5 3,5 3,5 3,70 43,01
Dag 4 5,5 6 6 5,5 5,75 103,87
Dag 5 8 8,5 8,25 213,83
Dag 6 10,5 11 11 10,5 10,75 363,05
Dag 7 12,5 13,5 13 13 13,00 530,93
Dag 8 14 15 14,50 660,52
10 % NaCl
Dag 2 2 1,5 15 1,67 8,73
Dag 3 3 3,5 4 4,5 4 4 3,83 46,16
Dag 4 5 6 6,5 6 5,88 108,43
Dag 5 7,5 8 7,75 188,69
Dag 6 10 10,5 12,5 11 11,5 11,10 387,08
Dag 7 12,5 12,5 14 14 13,5 13,30 555,72
Dag 8 14,5 15 16 15,5 15 15,20 725,84
10,5 % NaCl
Dag 2 0 0 0 0,00 0,00
Dag 3 2,5 3,5 4 4 3,5 3,5 3,50 38,48
Dag 4 4,5 6 6,5 6,5 6 6 5,92 109,98
Dag 5 7 8 7,50 176,72
Dag 6 9 10,5 11 11 11 10,50 346,36
Dag 7 11 12,5 13,5 13 13 12,60 498,76
Dag 8 13 14,5 15 15 15 14,50 660,52
11 % NaCl
Dag 2 1 1 1 1,00 3,14
Dag 3 2,5 3,5 3,5 3,5 3 3,5 3,25 33,18
Dag 4 4,5 6 6 6 5 6 5,58 97,94
Dag 5 7 7,5 7,25 165,13
Dag 6 9 9 10 10 10,5 9,70 295,59
Dag 7 11 11 13 12,5 12,5 12,00 452,39
Dag 8 13 14 14 15 14,00 615,75
Kontroll
Dag 2 3 3 2,5 2,83 25,22
Dag 3 6 6,5 7 6 6 6 6,25 122,72
Dag 4 8 8 8,5 9 8,5 8,5 8,42 222,55
Dag 5 10 10,5 11 10,50 346,36
Dag 6 12 12,5 12,5 13 13 13 12,67 504,05
Dag7 12,5 13 13,5 13,00 530,93
Dag 8 14 15 15 14,67 675,79
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6.6 Radata hovedforsgk med salt (NaCl)

Tabell 21. Radata P. solitum 8-12 i hovedforsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hgyre kolonne for tre gjentak.

P. solitum 8-12

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak Gj. Radius _ [Areal (mm2)
8,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 15 1 1 2 2 3 2 3 2 1,94 11,88
Dag 4 3 3 25 35 35 4,5 4 5 4 3,67 42,24
Dag 5 45 4,5 4 5 5 55 5 55 5 4,89 75,09
Dag 6 55 55 5,5 6,5 6,5 7,5 7 7,5 7 6,50 132,73
Dag 7 6,5 7 7 8 8 9 8,5 9 9 8,00 201,06
Dag 8 8 8 8 9,5 9,5 10 10 10 10,5 9,28 270,42
9 % NaCl
Dag 2
Dag 3 1 1 1 25 2,5 2 25 2 25 1,89 11,21
Dag 4 35 2,5 3 4 4 35 4 35 4 3,56 39,72
Dag 5 5 4 5 5 55 5 5 5 55 5,00 78,54
Dag 6 6 5 6 6,5 7 6,5 6,5 6 7 6,28 123,81
Dag 7 75 6 6 8 8 8 8 75 8,5 7,50 176,72
Dag 8 8,5 7,5 8,5 10 10 10 10 8,5 10 9,22 267,19
9,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 1 2 2 2,5 2 25 2,00 12,57
Dag 4 2,5 3 3 3 3 35 4 35 4 3,28 33,75
Dag 5 5 4,5 4 5 5 5 5 5 55 4,89 75,09
Dag 6 55 5 5 6 6 6,5 6,5 6 7 5,94 111,01
Dag 7 7 7 6,5 8 7,5 8 8 7,5 8,5 7,56 179,34
Dag 8 8 7,5 8 9 9 10 10 8,5 10 8,89 248,23
10 % NaCl
Dag 2
Dag 3 25 2 15 2 2 25 2,08 13,64
Dag 4 2,5 2 3 4 4 3 4 35 4,5 3,39 36,08
Dag 5 4 35 4 6 5 5 5 4 5 4,61 66,80
Dag 6 5 4,5 4,5 7 6 6 6 6 6,5 5,72 102,87
Dag 7 6,5 6 6 8 7,5 7,5 7,5 7,5 8 7,17 161,36
Dag 8 7 7 75 10 9 9 9 9 9 8,50 226,98
10,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2 2 1 1,67 8,73
Dag 4 3 15 2 25 3 2,5 3 3 3 2,61 21,42
Dag 5 4,5 35 35 5 45 35 4 4 4 4,06 51,67
Dag 6 55 5 4,5 6 5 4,5 5 5 5 5,06 80,30
Dag 7 75 6 6 7 7 6 6 7 6,5 6,56 135,01
Dag 8 8,5 75 7,5 8 8 7,5 75 8,5 8 7,89 195,52
11 % NaCl
Dag 2
Dag 3
Dag 4 15 1 2 2,5 3 2 2 15 15 1,89 11,21
Dag 5 2,5 25 35 5 4,5 4 3 3 35 3,50 38,48
Dag 6 35 35 4 55 55 5 5 4 4 4,44 62,06
Dag 7 5 5 5 6 7 6 55 5 55 5,56 96,96
Dag 8 6 55 6 75 8 75 7,5 6,5 75 6,89 149,09
Kontroll
Dag 2
Dag 3 4 5 4,5 5 5 55 5 55 5 4,94 76,80
Dag 4 7 75 75 75 75 75 75 8 8 7,56 179,34
Dag 5 9,5 10 10 10 10 10 10 10,5 10 10,00 314,16
Dag 6 12 12 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 13 12,5 12,44 486,52
Dag 7 14 14,5 15 14 15 15 15 15 15 14,72 680,92
Dag 8 15 15 16,5 16 16 16 16 16,5 16,5 15,94 798,67
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Tabell 22.Radata P. solitum 8-64 12 i hovedforsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hgyre kolonne for tre

gjentak.
P. solitum 8-64

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak Gj. Radius__|Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 35 25 2,5 15 1 2 2,17 14,75
Dag 4 4 35 4 2,5 25 2,5 3 2 2 2,89 26,22
Dag 5 5 4 4,5 4 4 4,5 4,5 3 2,5 4,00 50,27
Dag 6 6 5 55 5 5 5 55 4 4 5,00 78,54
Dag 7 7 55 6,5 6 6 7 6 5 55 6,06 115,20
Dag 8 7,5 6 7 75 7.5 75 75 6,5 6,5 7,06 156,39
9 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2,5 25 2 15 2 2,10 13,85
Dag 4 3,5 4 4 2,5 2,5 3 2 2 15 2,78 24,24
Dag 5 4,5 4,5 4,5 3,5 4 4 2,5 3 2,5 3,67 42,24
Dag 6 5 5 55 5 5 55 4 4,5 4 4,83 73,39
Dag 7 6,5 6 6 6 6 6,5 5 5 5 5,78 104,88
Dag 8 7 6,5 7 7,5 7,5 7,5 55 6 6 6,72 141,96
9,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2 2 2,5 2,17 14,75
Dag 4 25 25 3 2 2 15 2 2 15 2,11 14,00
Dag 5 4 3,5 4 3 3 25 3 2,5 3,19 31,92
Dag 6 4,5 5 4,5 4,5 4,5 4 4,5 4 4,44 61,86
Dag 7 55 55 6 5 5 5 5 5 5,25 86,59
Dag 8 6,5 6 6,5 7 6,5 55 6 6 6,25 122,72
10 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2 2 2 2,00 12,57
Dag 4 2,5 2,5 3 2 2 2,5 15 15 15 2,11 14,00
Dag 5 35 4 4 35 3 3,5 2 2 2,5 311 30,41
Dag 6 4 4,5 4,5 4 4,5 4,5 35 35 35 4,06 51,67
Dag 7 55 55 55 5 55 55 4 5 5 517 83,86
Dag 8 6 6,5 6 6,5 7 7 55 6 6 6,28 123,81
10,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2 2 2 2,00 12,57
Dag 4 3 2,5 2,5 1 1 15 1 1,79 10,02
Dag 5 4 4 3,5 15 2,5 25 25 2 2,81 24,85
Dag 6 5 5 4,5 25 3 35 3,5 3 3,75 44,18
Dag 7 6 6,5 6 3,5 4 4 4,5 4 4,81 72,76
Dag 8 7 7 6,5 5 55 55 6 55 6,00 113,10
11 % NaCl
Dag 2
Dag 3
Dag 4 2 2 2 1 15 1 2 1 1 1,50 7,07
Dag 5 2,5 25 2,5 2 3 2,5 25 2 2,5 2,44 18,77
Dag 6 35 35 3,5 3 3,5 3 35 25 3 3,22 32,62
Dag 7 4 4,5 4 4 5 4 4 4 4 4,17 54,54
Dag 8 5 5 5 5 6 55 55 5 5 5,22 85,68
Kontroll
Dag 2
Dag 3 4,5 5 5 4,5 5 4,5 4,5 4 4,5 4,61 66,80
Dag 4 6,5 6 6,5 6 6 55 55 5 6 5,89 108,95
Dag 5 8 8 8,5 8 7,5 7,5 7 6,5 7,5 7,61 181,99
Dag 6 9,5 10 10 10 10 9,5 9 8,5 9,5 9,56 286,86
Dag 7 11 11 11 11 11 10,5 10 11,5 10,88 371,54
Dag 8 12 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12 12,5 12,38 481,11
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Tabell 23. Radata P. nordicum 6-1-2 12 i hovedforsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hayre kolonne for tre

gjentak.
P. nordicum 6-1-2

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak Gj. Radius __ |Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2,5 4 4 4 2 3,30 34,21
Dag 4 45 6 6 6 4,5 4 3 4,86 74,12
Dag 5 6 8 8 8 6 6 5 6,71 141,63
Dag 6 8 10 10 10 7,5 7,5 7 8,57 230,81
Dag 7 10 11,5 12 12 10 10 9 10,64 355,85
Dag 8 12 13,5 13,5 13,5 12,5 12 11 12,57 496,50
9 % NaCl
Dag 2
Dag 3 4 4 4 4,00 50,27
Dag 4 2 6 6 6 3 2 25 3,93 48,49
Dag 5 35 8 8 8 4 4 4 5,64 100,03
Dag 6 55 10 10 10 6 55 6 7,57 180,10
Dag 7 7,5 12 12 12 8 7,5 8 9,57 287,81
Dag 8 10 14 14 14 10 9 10 11,57 420,65
9,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 35 4 4 2,5 2 2,5 3,08 29,87
Dag 4 15 2 6 6 6 4 35 4 4,13 53,46
Dag 5 3 35 7,5 8 8 5 5 55 5,69 101,62
Dag 6 5 5 10 10 10 6,5 6 7 7,44 173,78
Dag 7 7 7 11 11 115 8 7,5 8,5 8,94 250,95
Dag 8 8,5 8,5 13,5 13,5 14 10 8,5 10 10,81 367,28
10 % NaCl
Dag 2
Dag 3 35 4 4 2 0,00
Dag 4 55 6 6 4 15 25 4,25 56,75
Dag 5 7 8 7,5 6 3 5 6,08 116,26
Dag 6 9 9 9 8 5 6,5 7,75 188,69
Dag 7 10 11 11 10 7,5 9 9,75 298,65
Dag 8 13 13 13 12 9 11 11,83 439,91
10,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 25 3 2,75 23,76
Dag 4 1 5 5 15 2 25 2,83 25,22
Dag 5 4 6 7 3 4 4 4,67 68,42
Dag 6 55 8,5 8 5 6 6 6,50 132,73
Dag 7 7,5 10 9,5 7 7,5 8 8,25 213,83
Dag 8 9,5 12,5 12,5 9 10 10 10,58 351,88
11 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3,5 3 3 3,17 31,50
Dag 4 55 5 5 2 1 3,70 43,01
Dag 5 2 7,5 6,5 7 4 2,5 4,92 75,94
Dag 6 35 9 8,5 8,5 55 4 6,50 132,73
Dag 7 5 10,5 10,5 7 6 7,80 191,13
Dag 8 7 12,5 12,5 9 8 9,80 301,72
Kontroll
Dag 2
Dag 3 25 5 6 4,5 35 35 4,17 54,54
Dag 4 4,5 7,5 8 6,5 55 5 6,17 119,47
Dag 5 6,5 10 10,5 8,5 7,5 7,5 8,42 222,55
Dag 6 8,5 12 12,5 11 10 10 10,67 357,44
Dag 7 11 14 14 13 12 12 12,67 504,05
Dag 8 13,5 16 15 15 13 13,5 14,33 645,42
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Tabell 24. Radata P. nordicum 8-74 i hovedforsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hgyre kolonne for tre

gjentak.
P. nordicum 8-74

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak Gj. Radius _ [Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 4 4 2,5 2,5 3,5 3,30 34,21
Dag 4 1,5 6,5 6 5 5 6 5,00 78,54
Dag 5 35 8,5 8,5 6 6,5 7,5 6,75 143,14
Dag 6 5 10 10 8,5 8 10 8,58 231,45
Dag 7 7,5 12 11,5 10 11 11,5 10,58 351,88
Dag 8 9,5 13 13,5 12,5 12,5 13 12,33 477,87
9 % NaCl
Dag 2
Dag 3 4,5 4 4,5 2 2,5 15 3,17 31,50
Dag 4 15 7 6,5 7 4 4,5 4 4,93 76,31
Dag 5 3 8 8 8,5 5,5 6 55 6,36 126,96
Dag 6 5 10 10 10 75 8 75 8,29 215,68
Dag 7 7,5 12 12 12 9 10 9 10,21 327,77
Dag 8 9,5 14 14 14 11 12,5 11 12,29 474,19
9,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 4,5 4,5 4,5 2 1,5 2 3,17 31,50
Dag 4 2,5 6 6,5 6 4 3 3,5 4,50 63,62
Dag 5 4,5 7,5 8 8 55 5 5 6,21 121,32
Dag 6 6 9 9 9,5 75 6,5 7 7,79 190,44
Dag 7 8 11,5 11 11,5 9 8,5 9 9,79 300,84
Dag 8 9,5 12,5 13 13,5 10 10 10,5 11,29 400,14
10 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3,5 3,5 4 2 2 2 2,83 25,22
Dag 4 2 6 6 6 3,5 3,5 3,5 4,36 59,64
Dag 5 35 7,5 7,5 7,5 5 5 5 5,86 107,78
Dag 6 5 9 9 9 7 7 7 7,57 180,10
Dag 7 7 10 10,5 10,5 9 9 9 9,29 270,88
Dag 8 9 12,5 12,5 12,5 11 11 10,5 11,29 400,14
10,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3 3,5 3,5
Dag 4 0,5 5 5 5 2,5 3,5 15 3,29 33,92
Dag 5 2,5 6,5 7 7 4 5 35 5,07 80,80
Dag 6 4 7,5 8 8 6 7 5 6,50 132,73
Dag 7 6,5 9 10 10 75 8 6,5 8,21 211,98
Dag 8 7,5 11 11,5 11,5 10 10 8,5 10,00 314,16
11 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3 3,5 3 2,5 1 1 2,33 17,10
Dag 4 5 55 5 4,5 2,5 2,5 4,17 54,54
Dag 5 1,5 7 7 6,5 5 4 4 5,00 78,54
Dag 6 3 8 8,5 8 7 5,5 6 6,57 135,67
Dag 7 5 9 10 10 8 7,5 8 8,21 211,98
Dag 8 6 11,5 12 11 10,5 9 10 10,00 314,16
Kontroll
Dag 2
Dag 3 35 2,5 5 5 5 4 3,5 4 4,06 51,85
Dag 4 5 4 7 6 6,5 55 5 5 5,50 95,03
Dag 5 6,5 6 8,5 8 8 7 6,5 7 7,19 162,30
Dag 6 8,5 7,5 10 10 10 9 8 8,5 8,94 250,95
Dag 7 10 9,5 11,5 11,5 11,5 10 10 10 10,50 346,36
Dag 8 11,5 10,5 13 13 12,5 11,5 11 11 11,75 433,74

77




Tabell 25. Radata P. chrysogenum 8-41 i hovedforsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hgyre kolonne for tre

gjentak.
P. chrysogenum 8-41

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak Gj. Radius Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 15 2 2,5 4,5 4,5 4,5 5 5 5 3,83 46,16
Dag 4 3,5 4 5 6 6 6,5 6 6 6 5,44 93,12
Dag 5 5,5 55 6 7 75 75 8 7,5 7,5 6,89 149,09
Dag 6 6 7 7 9,5 9 9 10 9 10 8,50 226,98
Dag 7 75 8 8,5 10 10,5 10,5 12 11 11,5 9,94 310,68
Dag 8 9 9,5 10 12 12 12,5 13 12,5 13 11,50 415,48
9 % NaCl
Dag 2
Dag 3 15 2,5 4,5 4 4 4 4 4 3,56 39,87
Dag 4 5 3,5 5 6 55 55 5 5 5 5,06 80,30
Dag 5 6,5 5 55 7 6,5 6,5 7 7 7 6,44 130,47
Dag 6 7 6 6 8,5 8 8 7,5 8 8 7,44 174,11
Dag 7 8,5 7,5 8 10 10 10 9 10 10 9,22 267,19
Dag 8 10 8,5 9,5 12 11,5 115 11 11,5 12 10,83 368,70
9,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2 2 1 4 4 4,5 3,5 3 3,5 3,06 29,33
Dag 4 4 4 4 6 6 6 5 4,5 55 5,00 78,54
Dag 5 55 55 5 7 7 7 6,5 6 7 6,28 123,81
Dag 6 6 6,5 6 8,5 8,5 8,5 7,5 8,5 7,50 176,72
Dag 7 7,5 7,5 7,5 10 10 10 9 10 8,94 250,95
Dag 8 8 8,5 8,5 11,5 11,5 12 11 12 10,38 338,16
10 % NaCl
Dag 2
Dag 3 1 2 1 2,5 3 3 4 3,5 4,5 2,72 23,28
Dag 4 2,5 4 3 5 5 5 5 5 55 4,44 62,06
Dag 5 5 55 5 6 6 6 6,5 6 6 5,78 104,88
Dag 6 6 6 5 7 75 7,5 7,5 7,5 75 6,83 146,70
Dag 7 6,5 7 6,5 85 8,5 8,5 9 9 9 8,06 203,86
Dag 8 75 8 75 10 10 10 10,5 10,5 10,5 9,39 276,94
10,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3 35 35 35 35 25 3,25 33,18
Dag 4 2,5 1 25 5 5 5 5 5 4,5 3,94 48,88
Dag 5 5 4 5 6 6 6 6 6 55 5,50 95,03
Dag 6 5 5 55 7 75 7,5 7 7 6 6,39 128,23
Dag 7 6 6 6,5 8 8 8,5 8 8 75 7,39 171,52
Dag 8 7 75 7 9,5 10 10 9,5 10 9 8,83 245,13
11 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3 3 3 3 3 2,5 2,92 26,73
Dag 4 2,5 25 3 5 5 4,5 4,5 4,5 4 3,94 48,88
Dag 5 4,5 4,5 5 6 6 55 5 55 5 522 85,68
Dag 6 5 5 55 7 75 6,5 6 6 6 6,06 115,20
Dag 7 6 6 6,5 8 8,5 75 7 7,5 7 7,11 158,86
Dag 8 6,5 6 7 10 10 8,5 8 8 8 8,00 201,06
Kontroll
Dag 2
Dag 3 4 35 4 5 55 5 4 4,43 61,61
Dag 4 6 55 6 7 75 6,5 6 6,36 126,96
Dag 5 8 7,5 8 8,5 9 8 7,5 8,07 204,67
Dag 6 9 8,5 9 10 10,5 10 10 9,57 287,81
Dag 7 115 11 11,5 12 12,5 11 11 11,50 415,48
Dag 8 12,5 12,5 13 13,5 13,5 12,5 12,5 12,86 519,33
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Tabell 26. Radata P. chrysogenum 9-36 i hovedforsgket. Gjennomsnittsradius og beregnet areal er vist i hayre kolonne for tre

gjentak.
P. chrysogenum 9-36

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak Gj. Radius__|Areal (mm?)
8,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3 25 2,5 4,5 4,5 5 4,5 4,5 4,5 3,94 48,88
Dag 4 55 5 5 7,5 7,5 8 7 7,5 7 6,67 139,63
Dag 5 8,5 7,5 75 10 10 10,5 10 10 9,5 9,28 270,42
Dag 6 10,5 9,5 10 12,5 13 12,5 12,5 12,5 11,63 424,56
Dag 7 13 12,5 13 15 16 15 15 14 14,19 632,36
Dag 8 15,5 15 15 16 17 16 16 16 15,81 785,51
9 % NaCl
Dag 2
Dag 3 3 2 2 5 55 5 4 4 4 3,83 46,16
Dag 4 55 4,5 4,5 8,5 75 75 7 6 6,38 127,68
Dag 5 75 75 7 10,5 10 10 9,5 8,5 8,81 243,98
Dag 6 10 9 9 13 12,5 12,5 12 11 11,13 388,82
Dag 7 13 12,5 12,5 15 15 15 14 13,5 13,81 599,37
Dag 8 15 15 15 16,5 16,5 16,5 16,5 15 15,75 779,31
9,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 2 2 1 5 5 4 4 4,5 3,5 3,44 37,27
Dag 4 4 4 4,5 7 7,5 7 6 7 7 6,00 113,10
Dag 5 6,5 7 7 9,5 9 9 9 9 8,5 8,28 215,27
Dag 6 8,5 8,5 8,5 12 12 12 11 115 11 10,56 350,04
Dag 7 11 11,5 11 14 14 14 13,5 14 13,5 12,94 526,40
Dag 8 13,5 14 135 16 16 16 15 16 16 15,11 717,37
10 % NaCl
Dag 2
Dag 3 1 2 1 4 4,5 4,5 4 4 3,5 3,17 31,50
Dag 4 4 4 35 7 7 6,5 6 6 6,5 5,61 98,91
Dag 5 6,5 6 6 9 9 9 8 8 8 7,72 187,34
Dag 6 8 8 75 11,5 11,5 11,5 10,5 10 10,5 9,89 307,22
Dag 7 10,5 10,5 10,5 13 13,5 14 13 13 12,5 12,28 473,58
Dag 8 12,5 13 13 15 15 15 15 15 15 14,28 640,43
10,5 % NaCl
Dag 2
Dag 3 4 4 4 35 4 3,5 3,83 46,16
Dag 4 3 35 4 6,5 6,5 6 6 6,5 55 5,28 87,51
Dag 5 55 6 6 9 9 85 8 8 7.5 7,50 176,72
Dag 6 75 8 75 11 11 11 10 10 10 9,56 286,86
Dag 7 10 10,5 10 13 13 12,5 12,5 12,5 12 11,78 435,79
Dag 8 12,5 12,5 12,5 15 15 15 15 15 14 14,06 620,65
11 % NaCl
Dag 2
Dag 3 35 35 35 25 3 35 3,25 33,18
Dag 4 3 3 3 6 6 55 5 5 55 4,67 68,42
Dag 5 5 5 5 8 8 7,5 7 7,5 7,5 6,72 141,96
Dag 6 7 7 6,5 10 10,5 10 9,5 9,5 10 8,89 248,23
Dag 7 9 9 9 12,5 12,5 12,5 11 12,5 12,5 11,17 391,74
Dag 8 11 11,5 11 15 14 13,5 14 14 13,00 530,93
Kontroll
Dag 2
Dag 3 55 4 3,5 6,5 6,5 55 6,5 6 6,5 5,61 98,91
Dag 4 8 6 6 9 9 8,5 9,5 9 9,5 8,28 215,27
Dag 5 10,5 9 9 11 11 10,5 11,5 115 11 10,56 350,04
Dag 6 12 11,5 11 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,17 465,04
Dag 7 13,5 13,5 13 14 13,5 13,5 14 14 13,5 13,61 582,02
Dag 8 14 15 14 15 14 15 15 15 14 14,56 665,59
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6.7 Sporedannelse hovedforsgket for salt (NaCl)

De kommende bildene viser sporedannelsen for P. solitum, P. nordicum og P. chrysogenum (3-5 gjentak), pa kontroll, 8,5 og 11 % NaCl.

P.solitum. 8,5 % NaCl. P.solitum. 11 % NaCl. P.solitum. Kontroll
3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak 3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak 3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak

Dag5
8-12

Dag 5
8-12

Figur 27. Sporedannelse for P. solitum pa 8,5 % NaCl (venstre), 11 % NaCl (midten) og kontroll (hayre).
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P.nordicum. 8,5 % NaCl. P.nordicum. 11 % NaCl. P.nordicum. Kontroll

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak 3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak 3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak
Dag 5 ) ) e Dag 5 Dag 5
6-1-2 R - Y 6-12 - gis = 6-1-2
8-74 8-74 8-74
Dag 6 Dag 6 Dag 6
6-1-2 6-1-2 6-1-2 &
8-74 8-74 8-74
Dag 7 Dag7 _
6-1-2 6-12 ¢
8-74 8-74
Dag 8 Dag 8 )
6-1-2 | 6-1-2
8-74 | 8-74

Figur 28. Sporedannelse for P. nordicum 8,5 % NaCl (venstre), 11 % NaCl (midten) og kontroll (hgyre).
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P.chrysogenum. 8.5 % NaCl. P.chrysogenum. 11 % NaCl. P.chrysogenum. Kontroll

3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak g 5.gjentak 3.gjentak 4.gjentak 5.gjentak

Dag 4 Dag 4
8-41 8-41

9-36 9-36

Dag 5 Dag 5
8-41 8-41

9-36 9-36

Dag 6 Dag 6
8-41 8-41 [
9-36 9-36

Dag 7 Dag 7
8-41 8-41

9-36 9-36

Dag 8 Dag 8
8-41 8-41

9-36 9-36

Figur 29. Sporedannelse for P. nordicum 8,5 % NaCl (venstre), 11 % NaCl (midten) og kontroll (hayre).
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6.8 Radata kolonistgrrelse fryseforsgk

Tabell 27. Kolonistarrelse av isolatene i 1-2 gjentak (Innledende forsgk). Gjennomsnitt radius, areal og standardavvik er vist
i kolonnene til hgyre

Plate 2 1. 0g 2. gjentak Dag 11

P.nordicum Radius (mm) Gj. Radius |Areal (mm?) |Standardawvik
6-1-2 75 4 7 6 6 6,10 116,90 1,20
8-74 7 6 45 5 5 5 5,42 92,18 0,84
P.solitum

8-12 10 11,5 11 10,83 368,70 0,62
8-64 75 9 9 8 8,38 220,35 0,65
P.chrysogenum

8-41 75 8 8,5 6 6 7 7,17 161,36 0,94
9-36 85 10 7,5 7 7,5 8,10 206,12 1,07
Plate 4

P.nordicum

6-1-2 7,5 8,5 10 7 6,5 7,5 7,83 192,77 1,14
8-74 7 7,5 55 75 6,88 148,49 0,82
P.solitum

8-12 12 12,5 12 12,17 465,04 0,24
8-64 8 8 9 8 9 8,40 221,67 0,49
P.chrysogenum

8-41 7 7 7 75 75 7 7,17 161,36 0,24
9-36 10 8,5 9 8 9 8,5 8,83 245,13 0,62
Plate 5

P.nordicum

6-1-2 12 10 11 13 12 11,5 11,58 421,52 0,93
8-74 12 12 12 11 115 11,5 11,67 427,61 0,37
P.solitum

8-12 14 13 13,50 572,56 0,50
8-64 12 10,5 11 12 11,38 406,49 0,65
P.chrysogenum

8-41 9,5 10 10 9,5 10,5 9,90 307,91 0,37
9-36 12 12,5 13,5 13,5 13,5 13,00 530,93 0,63

Tabell 28. Kolonistgrrelse av isolatene i 3-5 gjentak (Hovedforsgk). Gjennomsnitt radius, areal og standardavvik er vist i
kolonnene til hgyre

Plate 2 dag 11 3.-5. gjentak. Dag 11

P.nordicum Radius (mm) Gj. Radius Areal (mm?) |Standardavvik
6-1-2 9 9 10 8 8 8 8,67 235,97 0,75
8-74 75 7 8 7 6,5 75 7,25 165,13 0,48
P.solitum

8-12 10 75 12,5 13 13 12,5 12,5 135 11,81 438,36 1,90
8-64 75 8 15 95 9 9 8 75 15 817 209,53 0,75
P.chrysogenum

8-41 7 7 9 10 8,5 8 8 9 8,31 217,08 0,97
9-36 6,5 8 9,5 10 10 75 75 8 8,38 220,35 1,22
Plate 4 dag 11

P.nordicum

6-1-2 9 10 22 9 10 11 11,83 439,91 4,60
8-74 6 6 6 75 75 9 8 7 8 7,22 163,87 1,00
P.solitum

8-12 10,5 13 135 135 15 15 135 135 14 13,50 572,56 125
8-64 8 8 9,5 10 10 8,5 8 8 8,75 240,53 0,87
P.chrysogenum

8-41 75 75 75 8 9 9 7 75 8 7,89 195,52 0,66
9-36 8 8 10 10 10,5 11 85 85 9,5 9,33 273,67 1,05
Plate 5 dag 11

P.nordicum

6-1-2 12 12,5 13 12 12 12,5 12,33 477,87 0,37
8-74 10 10 11 10 10 12 10,50 346,36 0,76
P.solitum

8-12 13 13 14 15 15 16 13 13 135 13,94 610,88 1,07
8-64 9,5 11 11 12,5 9 9 10 10,29 332,37 119
P.chrysogenum

8-41 95 9 10 10 10 10,5 10 10 12 10,11 321,18 0,77
9-36 12,5 125 135 14 135 15 13 125 135 13,33 558,51 0,78
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6.9 Radata kolonistgrrelse fuktighetsforsgk

Tabell 29. Kolonistgrrelse av isolatene etter sju dager inkubering ved ulike fuktigheter. Hayre kolonne viser gjennomsnitt
radius og areal.

Areal
Kontroll Radius (mm) Gj. Radius (mm) | (mm?)
P. solitum 8-12 15 15 15 15,00 706,86
P. solitum 8-64 115 11 10,5 11,00 380,13
P. chrysogenum 8-41 13 12,5 12,5 12,67 504,05
P. chrysogenum 9-36 15 15 15 15,00 706,86
P. nordicum 6-1-2 12 12 12 12,00 452,39
P. nordicum 8-74 10 10 10,5 10,17 324,72

Areal
Kaliumklorid Radius (mm) Gj. Radius (mm) | (mm?)
P. solitum 8-12 15 15 15 15,00 706,86
P. solitum 8-64 10 115 10 10,50 346,36
P. chrysogenum 8-41 12,5 12,5 12,5 12,50 490,88
P. chrysogenum 9-36 15 15 15 15,00 706,86
P. nordicum 6-1-2 12,5 12,5 12,5 12,50 490,88
P. nordicum 8-74 11,5 11 12 11,50 415,48

Areal
Litiumacetat Radius (mm) Gj. Radius (mm) | (mm?)
P. solitum 8-12 15 15 15 15,00 706,86
P. solitum 8-64 11 11,5 11 11,17 391,74
P. chrysogenum 8-41 12 12,5 12,5 12,33 477,87
P. chrysogenum 9-36 14 14,5 15 14,50 660,52
P. nordicum 6-1-2 12 13,5 13 12,83 517,40
P. nordicum 8-74 11 11 11 11,00 380,13
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