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1. INNLEDNING.

Ved fremstilling av de fermenterte meieriprodukter nyttes som kjent
i stor utstrekning renkulturer av forskjellige mikroorganismer.

Med fermenterte produkter menes her produkter som har gjennomgdtt
en eller annen gjzringsprosess, hvor viktige melkekomponenter
undergar enzymatiske omdannelser.

Fysiologiske forskjeller hos de anvendte mikroorganismer resulterer
ofte i forskjellige stoffskifte-produkter som igjen gir produktene
sin karakteristiske smak og aroma.

Hos de samme typer av mikroorganismer kan forskjellige stammer og
artsvarianter fgre til endrede smaksnyanser pd& produktene. For &
kunne lage fermenterte produkter med konstante smakskvaliteter ( noe
som er svart viktig med dagens merkevarer) kreves at en kan opprett-
holde maksimal stabilitet i de kulturer som anvendes. P& den andre
siden kan systematisk seleksjon av varianter i kulturene gi
muligheter for utvikling av nye produkt-typer med nye og andre
produktkvaliteter.

Melkesyregjzringen er den viktigste fermenteringsprosess man har
i meieriirdustrien. Denne utnyttes. systematisk i en rekke produkter.

For enkelte produkter gnskes en mest mulig ren melkesyregjering,
mens en for andre produkter gjerne vil ha en kultur som ogsd gir
andre stoffskifte-produkter f.eks. mye CO2 (hulldannelse i ost)
eller mer utpregete smaks-komponter, som f.eks. diacetyl (i smgr)
eller acetaldehyd (i yoghurt). For ikke & operere med alt for
mange forskjellige kulturer i meieriet har man kommet frem til
syrevekkere som i én kultur ofte nyttes bade til smgr, kulturmelk
og til ysting.(Til forskjellige spesialprodukter er imidlertid en
slik kultur ikke anvendelig).

I syrningsteknikken vil en forsgke & belyse de faktorer som er av
stgrst viktighet med hensyn til valg av syrekultur og for & oppnd
en maksimal stabilitet p& den anvendte kulturen under de praktiske

forhold en har i meieriet.



2. HISTORIKK.

Den kombinerte meieri-syrevekkeren er frukten av en intens
forskningsinnsats gjennom flere dr-tier. Det hele startet med at
dansken Storch oppdaget at renkulturer av visse melkesyrebakterier
ga gode resultater ved syrning av flgte og at sarlig enkelte
stammer av disse ga en fyldig aromatisk lukt og smak pd smgret.
Dette var i 1890. Det ble nd en enorm interesse for studiet av
disse kulturer hvis egenskaper man enda kjente lite til og for-
skningen pd syrningskulturene tok szrlig stor fart i Danmark,
Nederland og USA. Forskere fra disse land kom da ogsd praktisk
talt samtidig frem til at en vellykket syrekultur m&tte hestd av
to prinsippielt forskjellige bakterier, én type som var ansvarlig
for syredannelsen og en annen som var ansvarlig for aromaproduk-
sjonen i kulturen. Dette var i 1919. Det tok altsd nare 30 ars
forskning fgr man kom frem til denne erkjennelse.

Den neste store oppdagelse pa omrddet kom et lite ti-&r senere,
da van Niel, samtidig med andre forskere, i 1928 fant at selve

aromastoffet var diketonen diacetyl.

Alt etter hvilke forskere som beskrev de bakterier de fant
i1 syrekulturen bl%«éf%t forskjellige navn, og systematikken ble

derfor til 4 begynne med temmelig forvirrende.

Fgrst i fgrtidrene begynte en & f& en mer avklaret oversikt over
de forskjellige melkesyrebakterier, og den senere tids forskning
pé omrddet har sazrlig gitt ut pd & finne en mest mulig riktig
klassifisering av mikroorganismene i syrevekkeren. Dette har

bl.a. fgrt til at en har blitt klar over at syrevekker-organismene
kan variere mye i sine biokjemiske egenskaper slik at man na for-
sgker & redusere antallet av arter og bare angi avvikerne i bio-
kjemisk henseende, som varieteter av en og samme art. Serologiske
typebestemmelser, som sarlig har vart utfgrt av engelske forskere,
har vist at bdde S.lactis, S.cremoris og S.diacetilactis hgrer til

Storch, V. 1890. Nogle Undersggelser over Flgtens Syrning.
18. Beret. Forsggslab. Kgl. Vetr. & Landbohgjskole.

"
Van Niel, C.B., Kluyver, A.J. & Derx. H.G. 1929. Uber das
Butteraroma. Biochem. Ztschr., 210: 234,



den samme serologiske gruppe.

Etter hvert som man har blitt mer klar over de stammemessige

variasjoner hos melkesyrekulturene har seleksjonen av stammer
med gunstige egenskaper blitt et viktig arbeidsfelt.

Studiet over symbiotiske og antibiotiske effekter er et annet
felt som har stor betydning for utvikling av blandingskulturer.

P& de store syrevekkerlaboratorier arbeides det idag med nye
metoder for dyrking og andre former for leveranse av cellemateriale
til de forskjelligete produksjonsformédl og teknikken pd dette om-

rddet er under stadig utvikling.

Samtidig arbeides det stadig med de konvensjonelle kulturer som
nyttes,med sikte pd 4 komme frem til en optimalisering av vedlike-
holdsbetingelsene for disse under praktiske forhold.



3. KULTUREN.

3.1. Mikroorganismene.

Skjgnt det nyttes en rekke spesialkulturer til fremstilling av
ost, er det den vanlige kombinerte meieri-bruks-syrevekkeren som
her fgrst og fremst skal behandles. Dette er den fundamentale
kultur bade for smgr og osteproduksionen, foruten til fremstilling
av en rekke k-melkeprodukter, som vi her ikke skal komme narmere

inn pa.

Den kombinerte meieri-brukssyrevekkeren bestdr av mesofile

streptokokker som ved ystingen har til oppgave a

1. Innlede ﬁelkesyregjaringen (syrekonservering av kasinet).

2. Produsere nok CO, i osten til & gi en normal hulldannelse
(for oster som skal ha tekstur).

3. Nir cellene senere d¢r, deltar de autolyserte enzymer i

modningen av osten.

Ved smgrlagning er det ikke bare syredannelsen, men i fgrste

rekke dannelsen av aromastoffet diacetyl, som er av stgrst

interesse.

Diacetyl sammen med andre smakskompontenter som COZ’
acetaldehyd, etylalkohol etc. er av stor viktighet i surmelk og
ferskost-produkter i kombinasjon med en optimal surhetsgrad
med hensyn til innhold av melkesyre.

Etter den inndeling av bakterier som nd er vanlig (Bergey~s
klassifiseringssystem) hgrer melkesyrebakteriene til

familien LACTOBACILLACEAE (Gruppe 16) med slekten Lactobacillus,
og familien STREPTOCOCCACEAE (Gruppe 14) med slektene:
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus og Gemella.
Representanter for de tre fgrste slekter er typiske "kultur"-

organismer.

3.1.1. Streptococcus.

Streptokokkene er en stor slekt av homofermentative melkesyre-
dannere som er delt i fire grupper. De viktigste kriterier for
klassifiseringen av streptokokkene er vist i tabell 3.1.1.1%,




ering av streptokokkzr,

ferensi

Dif

3‘1.1—.1.

Tabell

6b

UTI3}Xap r+ + ' + + ¢ +
= !
3 SSO3TRW |+ + 4+ + + + + +|+ + + 1 +|+ + |+ + + + +
0
3
o 031TqJacHe R B CA+lr 0+ 4+ + + 01
o ™ 10319
S H
oW ! I (R
TOITUURUW [+ ¢+ 1 &4 1 1 18 1 1 1+ 4 4+ + + + 1
© L
§. 2SOTRYUDAL [+ + 1 L + | + +|+ + L +|+ 4 +|+ + + + + +
n
1 i
28S0JP2OPS [+ + + 4+ + + + Fi+ + + 4+ +[ 1} L+ + + + + 4+
mu119[e8 AR 9SATOAPAY | 1 1 b b b i b e b L E
11
os7213TEds 3eanddTy | 1+ v v+ b L bR
¢ 1
SU93STISad 1TJANTI=3 0 e+ + + 0
1
uTuTSae AR esATodapAy |[FH T AT A A AL A L LAk d N+ S+
o~ |
FUrITWE O 3009 JIOABTABAC [ 1 1 1 1 1 1 1 1] 1+ + +{+ 4+ +[++ + + + +
I ~
STUDBT | v v [
ae uolsynpsa aais
AW BIBT L 4 g v vl 0 00 e+ + |+ + + + +
~ua{Aiauw 4T°0 T 3ISXdA
g'6 HA DA ASYOA [ v 1 1 b b 0 L f L
Z°'6 Hd paA 1S)9A + 4+ I+ + + + +
TOBN %6°G P2A 3ISYM2A [ 1 1 1 v b 1 1t b b
10BN %$h P3A 3S)2A + + 4+ |+ +
. \ = ‘ _
oogh p3A 3 IA [ J D IR R TN B | |++++:| I I+ + + 4+ + +
~~
O NPT PoA 3SXM2A | 1 1 1 1 0t 1} L1 +i4 + +f4+ + + 4+ + |
Q ~ N ~
asATowey B 1 ¥ T @@ B4 011 1) jt@ ) @a t
o
e
2ddna8 pretTieduR]|<mom oo s zzloaannaAan
--_m] g
9 )
D |
o 1 n oo
Q Q S oo
¥ + ) 04 O
H o =] © A ©® &b
0 o ® 0 0 o £ 30
H g 0 3 + > O E
~ + A Ed 0 ar o RS
H » ®© W 0P L |3 o g O N
H @ o0 o 30 04 A e} —wu g < -
I ~ o+ VUTEOVEHE ©Q Herbd O 8 &
o S G0 O Al JOuwu+ 0w o n
~ 0 n 0OmM A0 J>usECAAHOOdO > >E 0
- o 2 3 B0 o4 B0 O+ DA A & M O 8O © +rt
=< 0 24 0 O SN0 3If~N+L3od|od o= = g5
§ 0 © O >»Wos ™0 o4 oL aih-H G 30
[28 a 8 Am O MO ND VN RO BT Olw T O
VN N.Y NN N0 NN.N0KLN.ennnnnn
i saTua280Ad $UPPTATAYIIORTOOODOIDIUT




Streptokokkene i syrevekkeren inngdr i den sdkalte lactisgruppen,
som utgjgres av de tre arter S.lactis, S.cremoris og S.
diacetilactis. Blant disse er det et stort antall varieteter,

og mange forskere mener at oppdeling i tre forskjellige arter

er uberettiget. ( Redusert til to arter etter siste revisjon

av Bergey's manual)
Ved klassifisering av syrevekkerens organismer er det f@rste 'KlC%ﬂ
problemet & kunne skille de ovenfor nevnte organismer fra andre
streptokokker. Til en viss grad kan klassifiseringen baseres pa
kriterier som pH og temperaturinnvirkning p& vekst, samt resistenspk{
mot visse kjemiske forbindelser f.eks. NaCl, metylenbldtt etc. ‘+?’ma
lerewn
Andre viktige kriterier er basert pi biokjemisk aktivitet, som ﬁmqgl
uttrykt ved forgjering av forskjellige sukkerarter (sarlig studert

av Orla-Jensen),ammoniakk fra arginin, forgjzring av citronsyre

C.5.V.

Siden Shattock & Mattick (19%43) viste at Sc.lactis tilhgrte en
spesiell serclogisk gruppe (gruppe N) forskjellig fra de andre
gruppene i Lancefields system, og det senere er vist at Sc.
cremoris og Sc.diacetilactis tilhgrer samme gruppe, har ogsa

serologisk klassifisering blitt et viktig kriterium.

I vanlige syrevekkere kan en normalt se bort fra pyogene strep-
tokokker. Fglgende kriterier blir vanligvis brukt for skilling

fra de gvrige grupper:
Tabell 3.,1.,1.2,

™ Test | Vekst ved Reduk- i Syre produsert
P — i sjon av fra:

hs°c ! 6,5 % | pH |lakmus-
Gruppe ! NaCl 9,6 |melk. Sorbitol [Saccarose
| ] :
1 ] !
Viridans PO - - - .
: . i .
Lactis - - - + - -(+)
?nterococcus + i + + + + -4
| i
1 !

Shattock og Mattick, 1943. The serological grouping of Strepto-
coccus lactis (group N) and its relationship to Streptococcus
faecalis. J, Hygiene 43,173.



Dersom en 1 en syrevekker finner bakterier som ikke vokser

ved 45°C, ved en saltkonsentrasjon p& 6,5 % og veéd en pH pa

- 9,6, men som reduserer lakmusmelk relativt hurtig, vokser vecd

en lavere temperatur, saltkonsentrasjon og pH, er det praktisk

- talt sikkert & klassifisere dem som tilhgrende lactisgruppen.

For 4 skille mellom streptokokkene lactis, cremoris og diacety-

lactis nyttes fglgende kriterier:

Tabell 3.1.1.3.

IForgs i f » |
Test ISR | Rl L USRST N [T _syretra
citron- av 50°Cc I % i pH é
Fruppe syre arginin iNaCl 9,2 ;Maltose Derstry
?c.lactis - + + l + + i -+ +
Fc.diacety- !
Pactis + + + ! + i+ ? + +
§c.cremoris ‘ - - — |- - i e -
! ; . i

Bidde Sc.lactis og Sc.diacetglactis hydrolyserer arginin. 3egge
o) . oG

vokser ved 40°C, ved en konsentrasjon av 4 % salt og ved o 4,2,

mens Sc.cremoris ikke makter noen av delene.

o~

Videre forgjzrer Sc.lactis og Sc.diacetdllactis malitose cg
] g

dekstrin, mens Sc.cremoris er mer variabel i forhcld tili decte

kriterium. Mange stammer av Sc.cremoris kan forgiare disse jukké&r-

arter, men i alle tilfelle er forgieringsevnen svdk. I melk har

S.cremoris vanligvis lengre kjededannelse enn S.lecctis-diizceti-
lactis.

Den eneste forskjellen mellom Sc,lactis og Sc.diacetilactis er
at Sc.diacet$lactis har evnen til 4 forgjare citronsyre.

Denne evnen kan imidlertid tapes og S.diacetjlactis skiller seg
da ikke ut fra den normale S.lactis.

S.lactis produserer opptil 1 % hgyeredreiende melkesyrer i melk

og pH ligger vanligvis mellom 4,3 og 4,5 med et celletall
r.m

stgrrelsesorden 109 %nder optimale dyrkingsbetingelser. S.crenoris

av




er gjerne noe svakere syredanner enn S.lactis/diacetilactis.

Det finnes o0gsd andre muligheter til & systematisere bakteriene

i lactis-gruppen. Flere forskere har sdledes funnet en _karakter-

. s . . . . . Umﬁﬂ%hb“if*r &
istisk forskjell i de respektive cellers aminosyreinnhold, like-

som det er foresldtt & nytte melkesyrebakterienes bakteriofag-
spesifitet (virus) til & klassifisere den enkelte mikroorganisme.
Den siste metoden er nyttet for stafylokokker, men ellers er disse
metoder altfor omstendelige for vanlig rutinemessig taxomonisk
arbeid.

Ifglge vedtatte karakteristika for de enkelte arter skulle
klassifiseringen av disse foregd klart og utvetydig, men alle som
har arbeidet med undersgkelser av kommersielle syrevekkere kan
rapportere at de finner bare noen f& stammer som tilfredsstiller
de oppsatte skjema. Stgrstedelen av de forgvrig "normale" stammer
som finnes, avviker i en eller flere egenskaper fra det karakter-
istiske for arten. Jo flere kulturelle og biokjemiske tester som
utfgres desto stgrre avvik finner en. S3ledes fant Mgller-Madsen
(1958) ved en undersgkelse av 1750 stammer fra 36 kommersielle
syrevekkere fglgende fordeling-prosent:

Tabell 3.1.1.4,

Sc. diacetglactis Sc.lactis. Sc.cremoris.Atypiske.

7 egenskaper testet 5 2 37 56
5 " nx) 5 2 5y 39

x) forgjering av maltose og dekstrin utelatt.

Det viser seg at en finner stammer med narsagt alle kombinasjoner
av oppsatte egenskaper, noe som gir et bilde av en narmest jevn
overgang fra Sc.lactis/diacetglactis til Sc.cremoris. En mulig
drsak til de mange varieteter innen lactisgruppen kan skyldes
mutasjoner d.v.s. spontane endringer i cellenes arvestoff. I
bakteriepopulasjoner forekommer vanligvis slike mutasjoner i én
celle blant 10 milliarder og oppover til én celle av 10 tusen
celler.

Mgller-Madsen, 1961. On the composition of starters.
Symposium on Starter Cultures. Alnarp 1961.
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I renkulturer av S.lactis og S.cremoris har man funnet at helt opp
til 2 % av cellemassen bestdr av individer som har en svakere evne
til melkesyregjering enn de gvrige og dermed gir en senere

koagulasjon ved dyrkning i melk. (Harriman og Hammer 1931, Hunter

1939).

Swartling og Lindgren (1958)*undersgkte alle understammer av S.
cremoris ved spredning av en renkuktur og fant fglgende fordeling
med hensyn til kocagulasjonstid:

Tabell 3.1.1.5.

% av stammer (d.v.s. kolonier . . .
ved spredning pa fast medium). Koagulasjonstid i dégn.

21 1
53 2
24 3

2 7

Overstdende forsgk skulle vise at evnen til melkesyredannelse har
en stor variasjonsbredde. For praktiske syrningsformdl er det av
stor betydning at man opprettholder en sterk melkesyregjzrings-
aktivitet i kulturen. Dette vil man ogsd vanligvis f&,fordi de
aktive stammer i kulturen vil utvikle seg fgrst og dermed dominere

i antall.

S.lactis som koagulerer melk langsomt har fitt varietetsbetegnelsen
tardus. En annen varietet, anoxyphilus er svakt reduserende og
reduserer ikke lakmusmelk fgr koagulasjon.

S.lactis kan ogsé& vere slimdannende. Disse har fatt varietets-
betegnelsen hollandicus og nyttes bl.a. til tettemelk og i den
svenske ldngfil. Evnen til slimdannelse kan variere sterkt. Enkelte

x) Swartling og Lindgren, ikke publisert.
Harriman og Hammer, 1931, Variations in the coagulation and
proteolysis of milk by Streptococcus lactis. J.Dairy Sci.lh,u0.-

Hunter, 1938. Examples of variation within pure cultures of
Streptococcus cremoris. J. Dairy Res. 10,464,



_ll_

stammer av S.lactis har ogsd en eiendommelig evne til & gi en
malt~liknande aroma, som regnes scm smaksfeil bade i kulturmelk
og smgr. Egenskapen er meget stabil og har gitt opphav til
varietetsbetegnelsen maltigenes. Selve smaks-stoffet viser seg
& vere 3-metyl-butanal, CH,- CH(CHB) - CH, - CHO. ( fra a-
aminoisokapron = Leucin).

3.1.2. Pediococcus. . peun Uomligue  thlge ¢ vl

Slekt nr. 3. Pediococcus, har ogsd vert pdvist i syrekulturer og
har leilighetsvis vart brukt i handelssyrevekkere. Senere forskere
(Garvie 1960) mener at dette kan vare den samme bakterie som Orla
Jensen beskrev som Be.bovis. En art av Pediococcus produserer

diacetyl.

Som nevnt vet en ennd ikke hvor stor rolle slekten Pediococcus
spiller i syrevekkeren. De forekommer ofte i gjzrende fruktsafter
og 1 ¢1. Taxomonisk stdr Pediococcus svart nar Leuconostoc. Den
viktigste forskjell er at Pediococcus produserer inaktiv melkesyre
mens Leuconostoc har venstredreiende melkesyre.

-— mao\@%gé&__ @ netba , 3'{(; ol |

Slekten har fem arter:

Pediococcus cerevisiae - Julws ¢ﬂ gwoi di&udnltﬂwh%@u;

i .
Pediococcus acidilactici Gt s emaua
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus halophilus

Pediococcus urinae equi

Disse skilles etter deres evne til & vokse 1 vgrter (uten humle)
og 1 ¢1. Bare den fgrste vokser i ¢l. Ped.cerevisiae kan produsere
diacetyl ved oksydasjon av acetoin, og er derfor arsak til smaks-
feil ved 41l-produksjon. Fedioccoccus skiller seg fra Leuconostoc
ved at cellene deler seg 1 to plan slik at det dannes '"pakker'" pa

4 czller i likhet med Sarcina.

Lik Leuconostoc har Pediococci et stort behov for vitaminer og
zminosyrer og vokser vanligvis ikke i skummet melk uten til-

setning av vekstfaktorer.

Garvie, E.I. 1960. The genus Leuconostoc and its nomenclature.
Ji Dairy Scin . 40Q: 104F=-1052.

Orla-Jensen. The lactic acid pacteria.” And.Fred. Hgst & Sgn,
Kébenhavn., 19189.



12

Pediococcus cerevisiae fordrer en bestemt vekstfaktor (leucovorin,
et folinsyrederivat) for & kunne vokse. Dette finnes ikke i fersk
melk, men det synes som Sc.lactis/cremoris i kultur er istand til

& frembringe de ngdvendige mengder av denne vekstfaktor (Mgller-

Madsen).

3.1.3. Leuconostoc.

Slektevn. Leuconostoc skiller seg fra de andre kokkene i kulturen
ved at de bl.a. foretar en heterofermentativ melkesvregﬁaring’og i

motsetning til streptokokkene danner venstredreiende melkesyre.
%ﬁ%@ﬁ@%4dk wipnatie. . ot

Foruten i melk og melkeprodukter forekommer Leuconostoc ofte pa

grgénnsaker og annet plantemateriale.

I melk danner Leuconostoc ikke sd& mye syre at melken koagulerer

og for & f3 disse til 3 vokse i renkulturen m& melken gjerne til-

settes ekstrakter av gjzr ,tomat og gr¢gnnsaker.

Mangan virker dessuten stimulerende bdde p& vekst og citratfor-
gjering hos Leuconostoc. Dette kan man gjgre bruk av i blandings-
kulturer som har fatt et for lavt innhold av Leuconostoc.

Leuconotoc har noe lavere temperaturoptimum for vekst (21-25°C) cwi%
enn streptokokkene (30°C). De vokser som diplococcer eller i
lengre kjeder. Lakmus reduseres ikke.

Leuconostoc vokser vanskelig ved lavere pH enn 5,5, men tdler
stg¢rre konsentrasjoner av melkesyre enn streptococcene. Det er
lettere & isolere Leuconostoc fra gamle kulturer.

I en kultur der Leuconostoc er eneste citratforgjzrer, er det
derfor viktig at man fir en god vekst pd disse fgr streptokokkene
f&r produsert s& mye syre at veksten stopper Opp. Selve aroma-=
gj@zringen hos Leuconostoc skjer fgrst etter at celledelingen har
opphgrt og pH passert 5,0 (optimalt ved pH 4,1 - 4,3). Leuconostoc
skiller seg sterkt fra S.diacetilactis i dette henseende. '

FFOduUésﬂg Ei{t 1 f*ﬁm%ﬁ\ %Qﬂi,.
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Tre arter leuconostoc skilles fra hverandre ved forgjzrings-

prgver pa forskjellige sukkerarter:

Tabell 3.1.5.1,
Vekst Xyl- Fruk- Man- Mal- Sacca

ved ose tose nose tose rose
37°%
L.mesenteroides + + + + + _Lipkugsgafi~ Pxod
: Wi o\l ‘
L.dextranicum + - + + + + S C;?}L-Q*a1
L.citrovorum - - - - - -

= Ccremoris

L.mesenteroides produserer ikke diacetyl og har derfor ingen

interesse i denne sammenheng.

L.dextranicum er slimdannende idet den produserer polysakkarider

(dextraner) fra saccarocse.

Skillet mellom Leuconostoc dextraincum og citrovorum er imidlertid

usikkert p@& grunnlag av saccaroseforgjzringen.

To stammer i var besittelse, den ene levert fra ATCC (American
Type-Culture Collection) merket L.cremoris, den andre isolert av
oss fra god gardsrgmme, forgjerer begge saccarose og danner
lange kjeder. Den siste forgjzrer ogsa arabinose, men ikke
xXylulose.

Ingen av disse danner imidlertid dextraner og er sdledes ikke

slimdannere.

Garvie (1969) har foresldtt at betegnelsen L.citrovorum utgadr
og at betegnelsen L.cremoris nyttes om de stammer av Leuconostoc
som ikke forgjzrer sacCarose.

CMmOug,
L.ertroverum = Bc. cremoris er holdt for & vare den egentlige
"aromadanner" i kulturen, men en skal ogsd merke seg at Sc.

diacetilactis produserer diacetyl. Dette skal vi komme tilbake til

"ol Mpl%\ e, Lremons
- & cixchxufauxuk‘s
Garvie, 1969. Request for an opinion that the name L.citrovorum

be rejected and the name L.cremoris be conserved. Int. I.syst.
Bact. 19(3): 283.

senere.
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I dag er det de store syrevekker-laboratorier som setter sammen
stammene i kulturen og sammensetningen kan variere mye. Kulturene
kan bestd av fra en enkelt stamme av en art og opptil mange stammer
av flere arter med varianter. Enkeltstammekulturer blir imidlertid
bare anvendt til ysting, szrlig cheddarost.

Blandingskulturen som anvendes hos oss kan deles i tre grupper

etter innholdet av mikroorganismer.

LoD
S.lactis-cremoris + Lc.ééziarﬁfﬁm—{L—syre).
" " + S.diacetilactis (D-syre).

1.
2.
3. " " + " + Lc.e&éﬁggg;gg (DL-syre).
R SRadhs + Crevmons Co- /€

Det kan her vare en eller flere stammer av hver art.
Kontroll av kulturen er enklere ndr det er f4 stammer tilstede.

Enkelt-stamme-kulturen er pd den andre siden mer mottagelig for

fag-angrep.
Fager eller mer korrekt bakteriofager er en virus som angriper
bakterier, og denne virusen er ofte sd strengt spesifikk at den

vanligvis bare angriper en bestemt stamme innen en art. /é// /

De homologe bakteriofager og celler passer til hverandre som en

ngkkel til en 14s. Muligheten for at en samtidig skal f4 infisert

en kultur med bakteriofager som kan angripe alle stammer i kul-

turen er minimal og flerstamme-kulturer er derfor det vanlige,

unntatt til spesialformal. Yo v Exqpanlasmni agpnt nldaet

Vére vanlige meieribrukssyrevekkere er gjerne blandingskulturer

av to eller flere stammer av hver av de nevnte typer. 1 en balan-

sert kultur vil vanligvis de citratforgjzrende organismer d.v.s.

aromaprodusentene i antall utgjgres ca. 13 % av kulturens mikro-

organismer. En amerikansk undersgkelse ( av 72 forskjellige kul-

turer Overcast & Skean) viste at <dette tallet varierte lite.

OVERCAST & SKEAN, 1964. Population of citratformenting bacteris
in Lactis cultures. Milk and Food Techn 27(1) .64
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Lode (1973) undersgkte totalinnhold og antall eitratforgjarere
for de mest brukte danske syrevekkere ved ankomst fra leveran-
dgren.

Det totale bakterieinnhold var meget stabilt og i st¢grrelsesorden
fra 400-600 millioner pr. ml.

Antall citratforgjzrere utgjorde fra 10 til 16 % av totalantallet.

De citratforgjzrende organismer i kulturen er S.diacetilactis og

Lc. citrovorum. Av disse har den fgrste den kraftigste citratforlthn??c
gjering i det den foregdr parallellt med forgjamringen av lactose/f‘f%”

. Cf’.f.&w‘\-«] L

til melkesyre.For Leuconostoc starter fgrst citratforgjzringen etter

at den vesentligste melkesyregjzringen i kulturen er unnagjort og
PH 1 miljget har blitt senket til ca. 5,0.

Da Leuconostoc er en langt mere kravfull organisme med hensyn til
i ilj .di ti i i t ] tte for-
naring og milj¢ enn S ace 11a%Eé%ﬁe%i%eden etter gjenta ‘e or
plantninger lett bli dominert av . . som aromaprodusent i
kulturen og i mange europeiske kulturer var det for noen dr siden

vanskelig & pdvise Leuconostoc i det heletatt.

Chr. Hansens Laboratorium opplyser i sin kulturbrosjyre at man
for blandingskulturer nd tilstreber et innhold pd 10 % Lec.
citrovorum og 20 % S. diacetilactis. Dette skulle da tilsi 30 %
citratforgijzrende organismer i kulturen.

Lode, 1973. Verknad av inkubasjonstid o.s.v..Melding nr. 171
fra Meieriinstituttet ved NLH.
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I fglge den svenske syrevekkerkontrollen som ogsa omfatter
differensiering av de citratforgjzrende organismer i kulturene, fant
en for tre danske kulturer fglgende tall etter Anderson (1968):

Tabell 3.1.3.2.

Kulturer fra: Chr. Hansens Flora Danica
Laboratorium. M hormal pesial -7
-
Ar: 1966 1967 1966 1967 | 1966 § 1967
Totalantall 860 800 760 710 760 780
mill. pr. ml.
% citratforgj. 12,7 20,1 5,5 8,7 4,9 7,8
S.dilacetilactis %% 15 5 8 7 8
Le.citrevorum 8% 95 ¢ 92 g3 92

T o |
e forslivve et vl UelsA
Syrevekkerlaboratoriene ser ut til & satse p3 et hgyt innhold av

Leuconostoc i ferske kulturer, men som foran nevnt vil dette kunne
forskyves sterkt etter gjentatte ompodinger.

Anderson gir et eksempel pd& dette der en kultur har vart for-

plantet pd et meieri i 55 dggn:
Tabell 3.1.3.3.

Innhold i Ny kultur Modersyre etter
prosent: orginalpakn. 9 dggn 35 dggn 55 dggn
Diacetilactis 2 54 81 73
Leuconostoc 98 L6 19 27

Et av de vanskeligste problemer man har i syrningsteknikken er &
opprettholde stabilitet og riktig balanse i kulturen.

Anderson, 1968. Kontroll av handelssyravickare . Svenska
Meierititdn. 60(20) 406.
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2

3.2. XKulturmaterialet.

De fleste syrevekkerlaboratorier leverer sine kulturer bide i
flytende form og som frysetgrrete preparater. Tidligere var den
flytende kulturen,med naturell melk som substrat sa og si enerddende
og denne form for syrevekkerpreparat er stadig den vanligste og
rimeligste. Svakheten ved flytende kulturer er den begrensete hold-
barheten man har pd disse og man begynte relativt tidlig a
eksperimentere med fremstilling av tgrrede preparater. Dette ble
til & begynne med gjort p4d den m&ten at man til en ferdigvokst
kultur tilsatte stivelse, melkesukker, tgrrmelk eller annet indif-
ferent materiale for & absorbere endel av vannet, hvoretter
blandingen ble tgrret ved lav temperatur. Et stort antall celler
ble @gdelagt ved denne fremgangsmdten og de som overlevde prosessen
var gjerne si svekket at det tok lang tid ©g mange ompodninger fgr
man med utgangspunkt i en slik kultur fikk en aktiv syrevekker. Til
laging av tgrrpreparater nyttes idag utelukkende moderne fryse-
tgrringsteknikk som gir en meget sk&nsom behandling av cellene og
preparater med relativt stor aktivitet, samtidig med en usedvanlig
god holdbarhet. En tredje form for syrevekker-leveranse er de mer
og mindre konsentrerte kulturer, dypfryst eller frysetgrret som
enkelte syrevekkerlaboratorier i USA og p& kontinentet nd har

begynt med. 03 o ?3kanhﬂabﬁ Ck}
3.2.1. Flytende kulturer hWo e (& @C‘&. el
vdodo Y C hd anmacq d'{/‘_‘ Sa“-mm c:‘r{

Flytende kulturer omsettes pa smd flasker i isolerende spesial-

embalasje. (Innstgpt i Isopor).

Fordelen med flytende syrevekkere er at kulturen vanligvis kommer
raskere igang fra denne, enn om man anvender tgrrpreparater. P& _
den andre siden er holdbarheten pd en flytende kultur sterkt'begrense-
©g en bgr kreve at kulturen ndr bestemmelsesstedet i lgpet av 36
timer. Selv om flytende kulturer gjerne er tilsatt kritt for &
ngytralisere den skadelige effekt melkesyren har pa cellene, bgr
kulturen forplantes snarest mulig etter ankomst til meieri og inntil
dette skjer oppbevares kaldt.
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3.2.2. Tgrrpreparater.

Tgrrpreparater fadr man ved & hurtigfryse kulturen ved minus 70-80°

og deretter tgrre under vakuum. Ved hensiktsmessig frysetgrring
overlever over 80 % av cellene. Disse lever 1 en passiv tilstand

der alt stoffskifte har stoppet opp. Slike preparater har en used-
vanlig god holdbarhet. Cellene trenger imidlertid vanligvis noe
lengre tid pd seg til reaktivering enn ved bruk av flytende kulturer,
ofte trengs 8-10 omplantinger fgr modersyren blir god, men den
moderne frysetgrringsteknikken har stadig blitt forbedret slik at
preparatene har blitt mer aktive. P4 grunn av den gode holdbarheten,

bgr meieriene alltid ha noen frysetgrrede kulturer pad lager.

For blandingskulturen skal en vazre oppmerksom pd at frysetgrringen

kan forskyve forholdet mellom artene i kulturen.

3.2.3. Konsentrerte kulturer.

Dette representerer et helt nytt prinsipp i syrningsteknikken.
I Skandinavia er det hittil bare Chr. Hansens laboratorium som har
satt igang produksjon av konsentrerte kulturer, men da systemet har

mange fordeler ma en vente at det vil ha fremtiden for seg.

Produksjonsdiagram er vist pa fig. 3.2.3.1.

Wk ] xgtu o \'\TAMQ
1) - Shencl o \‘ - R e de »
BL“IL""I"_? ND«O{'\ | M %Dv\.u—u;\ L‘VL-\_:\;‘\-O ' \2 %%éi
i . oo .
UHT . farmantaton u/wga» \s( L,JJS\\/.‘(]
antegg Sterdltani - t{4@jti§?
L&AQ®>M*?®LJ G
R J
koseen Vel
7 WO nsnitnt
Frosing <9 5tama’ardake/v}i? .
pM/C/}E? \
2/96°C : 7 r0aectle /nil O

@'pﬁesenﬁ@fw? ¢

Fig. 3.2.3.1. Produksjonsdiagram for fremstilling av konsentrerte

kulturer.
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Kulturene kan f.eks. dyrkes pd myse tilsatt gjazrekstrakt og
tryptophan. En md her nytte et naringsmedium der proteinet ikke
koagulerer under kultiveringen. For & f& maksimalt celleutbytte
blir pH holdt konstant i fermentatoren. Renkulturer av S,lactis
blir f.eks. dyrket ved pH 6,3 ved 30°C.

Etter at det maksimale celletall er nddd blir kulturen sentrifugert
pé& en spesiell kiglesentrifuge. Cellekonsentratet blir deretter
standardisert pa 7.1011 celler pr. ml og pakket i bokser som gye-
blikkelig fryses ned i flytende nitrogen (-186°C). Forsendelsen
foregar ogsd i flytende N. Ved & hurtigfryse kulturen ved denne
temperaturen holder enzymene seg like aktive som ved dyrkings~

temperaturen.

Fordelene med systemet er fgrst og fremst:

1. Modersyrekulturen kan kuttes ut.

2. Podemassen har en standardisert sammensetning og er alltid
den samme.

3. Bare en liten podemengde er nok til syrning av store kvantiteter.
40-75 ml cellekonsentrat er nok til fremstilling av 1000 1
brukssyre for csteproduksjonen. Til fremstilling av surmelk-

drikker nyttes podematerialet direkte.

Det er uvisst ndr dette systemet vil sl& igjennom hos oss og
forelgpig mé en vel innstille seg p& den konvensjonelle delte

syrelaging med modersyre og brukssyre.

3.3.Stoffomsetningen i syrekulturen.

Den viktigste stoffomsettingen som foregdr i syrekulturen er melke-
syregjaringen. Ved siden av denne fdr en ogsd smd mengder av eddik-
syre, acetaldehyd, alkohol, maursyre og COQ. Alle disse produkter
oppstdr vesentlig ved nedbryting av lactosen, i mindre omfang ved

spalting av organiske syrer.

Dernest blir melkeproteinet mer og mindre nedbrutt slik at det fri-
gig¢res visse peptider og aminosyrer. (10-20 % LN i kritt-kulturer
ifglge Barthel).
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skal
Nar detngies en oversik* over substratets nedbygging ved melke-

syrebakterienes stoffskifte,md en skille mellom homofermentative
og heterofermentative organismer. Nedbrytingen av sukkeret foregdr

her nemlig pa to forskjellige mater.

Hos de homofermentative melkesyrebakterier dannes det hovedsaldig
melkesyre som sluttprodukt med smd@ variable mengder av andre stoffer
8& som 002, maursyre, eddiksyre og alkohol.

Axﬁaz¢¢quos de heterofermentative organismer dannes disse stoffer i til-

narmet ekvimolare mengder.

For & kunne utfgre sine biosynteser trenger mikroorganismene
energl og denne skaffer de seg ved & %ysydere substratet. Gjennom

en serie oksydasjonstrinn, katalysert av spe31f1kke enzymer,
frigijgres den energi som blir brukt til & holde livsprosessene oppe

og til syntetisering av nytt cellemateriale.

Den innledende oksydasjon av _substratet skijer ved fraspalting av
hydrogen og forat denne prosessen skal kunne g& m& man ha en

hydrogenakseptor. Denne blir s& redusert:

Substratl 2H + Akseptor =——» Oks.substrat + Akseptor = 2H

For de mikroorganismer som kan nyttiggjdre seg luftens oksygen
(aerobe) blir oksygenet den endelige hydrogenakseptor slik at
sluttproduktet blir vann, H20 Anaerobe organlsm\\\kan ikke fgre
oksydasjonen sd@ langt frem. Andre hydrogenakseptorer trer her i
funksjon og andre sluttprodukter dannes. For melkesyregijaringen

er pyrodruesyren " slutt-akseptoren" som dermed reduseres til melke~

syre.
CH3CO COOH + 2H ’——-—————€> CH3CHOH COOH

Typiske akseptorer for andre typer av gjaring er:

Acetaldehyd + 2H ——— etylalkochol
Di-hydroksyaceton + 2H —> glyserol
Fruktose + 2H —> mannitol

Acetoin + 2H ——————— butandiol
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De mest vanlige hydrogenakseptorer er generelt aldehyder og
organiske syrer som da reduseres til alkoholer. Ketoner som reduseres
til sekundzre alkoholer er ogsda vanlige og man har videre eksempler

pé& etylendobbelbindinger som reduseres til mettete karbonkjeder.

3.3.1. Energioverfgringen ved adeneosinfosfat.

ADP og ATP, adenosindifosfat-og adencsin-tri-fosfat er stoffer som spil-
ler en sentrallrolle ved overfdring av energi i de biockjemiske prosesser.
Adenosin (N-base -+ pentose) forestret med fosforsyre (AMP) bygges opp
til di=fosfat og trifosfat under opptak av uorganisk fosforsyre ved de

eksogene prosessene.

s = F - NHZ
HT C = N&
, AN
I CH.
N - C - N7
| ?H QH
CH - CH -CH - CH - CH,
| ; | [
’ 0
0 = P OH
0O
z
,\""*D n = P - O}I
A i
0
®
0 = ? - OH
-OH

Esterbindingene mellom de to siste fosforgruppene i ATP er meget
energirike og frigjgr ved hydrolyse helt opp til ca. 12 000 kal

SEH

pr.gram mol. (avhengig av pH), mens en vanlig uorganisk fosfor-
syreester ved hydrolyse bare frigjgr ca. 2 500 kal/gram mol.

o Ky
Skjematisk kan den biologiske oksydasjon av et substrat beskrives
P& fglgende mate: '

Oks. enzym ADP

Substrat | > Oks. fosforylert Oks. substrat
l + H3PO4 substrat

Red enzym ATP
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Under melkesyregjaringen fremskaffer mikroorganismene i kulturen

o

de ngdvendige mengder ATP for & underholde de endogene reaksjon-
prosesser. Nettoutbyttet av ATP vil variere noe med gjarings-

mgnstret samtidig som " det oksyderte substrat " vil bestd av

forskjellige slutt-produkter.

Ved den homofermentative forgjaring av lactosen fdr man som nevnt
praktisk talt bare melkesyre som sluttprodukt. Vi skal imidlertid
merke oss at enkelte mikroorganismer forgjzrer melkesukkeret
"homofermentativt" men likevel gir flere sluttprodukter (eks.

Pediococcus).Dette kommer av at de har flere ekstra enzymsystemer

som kan tre i funksjon alt etter forholdene f.eks. pH i miljdget.

3.3.2.Sukkerforgjaringen.

FMP = L“3“‘QRJ“A
lonkese S faspot P hudo Josm
Nedbyggingen av sukkeret foregdr som nevnt etter to forskjellige
gjeringsmgnstre enten etter det sdkalte Embden-Meyerhof Parnas
gjzringsskjema, som omfatter den homofermentative melkesyregjaringen
eller det sdkalte pentose-5-fosfat gjlaringsskjema eller sdkalt

heterofermentativ sukkerforgjzring.

3.3.2.1. Embden =~ Meyerhof - Parnas ~ gj@ringsskjema.

Embden Meyerhof Parras gjzringsskjema er vist i fig. 3.3.2.1.1..
$.lactis - cremoris - diacetilactis og Pedioecoecus forgjzrer

lactose etter dette m@gnster. Her starter nedbrytningen av laktosen

ved at denne spaltes i hexosene glukose og galaktose. Galaktosen
omdannes s& enzymatisk til glukose-l-fosfat ved opptak av uorganisk
fosfat. Herfra starter den videre nedbryting sd & si likt. Ved
forgjzring av andre sukkerarter enn laktose blir ogsd disse f¢rst
nedbrutt til glukose eller glukosefosfat.
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Om en bakterie skal kunne forgjere andre sukkerarter avhenger

derfor av om de har de enzymsystemer (kinaser og epimeraser) som

utfgrer denne innledende omdanning til glukose.

Fig. 3.3.2.1.1. KD\D& p?
e i s~
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Pen videre nedbryting av glukosen gdr gjennom to fosforylerings-
*rinn of isomering til fruktose til frukteosedifosfat (FDP) scm et

viktig w2llompredukt.

Under inavirkningen av enzymet aldolase blir dette hexosefosfat
spaltet L to tricsefosfater, nemlip glysSer-aldehycfosfat (GAP) <f
dihyeéroxyacetonfosfat (DAP). Ved cloydasjon av GAP og cpptak av
vorpanisc< fosfat fér en 1~3 difosicrglyserclsyre som ved transfcs-
forylering med adenosindifosfat ¢ir 3-fosforglyserolsyre (PGS).Den
viders na2dbygging gdr sad over 2-PGS og fosforenol-pyrodruesyre til
pyrodruesyre. Ved den siste omdannelsen blir fosfatgruppen overfdrt
til ATP 51ik at ved nedbygging av ett molekyl glukose til 2 mcl

pyrodruesyre samtidig fdes 4 mol ATP.

Med utgangspunkt 1 melkesukker blir det dannet 8 mol ATP pr. mol
sukker, men né& brukes det ogsd 3 mol ATP til fosforylering av
hexcsene. Pr. mol laktose far man altsd et nettoutbytte pd 5 mol

ATP.

———

Ved oksydasjon av tricsefosfat med DPN (disfosforpyridin-nucleotid)
f&r en frigjort nok hydrogen til raduksjon av pyrodruesyre til

melkesyre,

Nér fdrst reaksjonen har kommet igang (kommet langt nok ned i
cksydasjonstrinn) fremskaffer systemet derfor sin egen H-akseptor

(pyrodruesyre) slik at prosessen holdes ved like av seg selv.

Mange organismer som f.eks. pediococci nar ikke bare evnen til &

redusere til melkesyre, men kan cgsi spalte - pyrodruesyre til

CO, og acetaldehyd (pad samme mite som gjzr).

CH3CO COOH > CO, + CH3CHO.

2

Videre kan acetaldehyd reduseres til alkchol eller oksyderes til
eddiksyre. Enn videre er en sdkalt hydroklastisk spalting av

pyrodruesyra mulig, d.v.s. spalting i maursyre og eddiksyre.

CHBCO COOH + H20 = d CH3COOH + HCOOH.

I alle de tilfeller der det dannes COz, maursyre, acetaldehyd,
alkochel og eddiksyre, dannes disse 1 et variabelt forhcld +til mol

melkesyre. Avviket fra ren melkesyregjzring vil nemlig vzre bestert

av forskiellige ytre og indre forhold.
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1 mol —» 2 mol —»4 mol —> 4 mol — 4 mol

lactose hexose triose pyrodrue- melkesyre
syre
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] | 2N
: & | = SSSE
— —_— o
— B | NS
3 5| 2| | — — N\
. e rad §§
S — 0
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Hexose &nyém NS -~ &EMelkesyre
o0 ¥
? nt. I ——— (|3H3 (|300H C np. 3 eller 4
? "2 — C'O ] CHOH C " 2 eller 5
('J " 3 —> COCH (lZH3 C " 1 eller 6
? b — EOOH Cnp. 3 e.4 som C02 e.maursyre
ﬁ "os >?0 - Cne. 1 og 2 eller 5 og 6
c " 6 ——-————-3>CH3 som etanol eller eddiksyre.

Figur 3.%.2.1.2. "Homofermentativ'" sukkerforgjering.

Med "homofermentativ'' forstdes en rén'melkesyregjmring d.v.s. det
dannes praktisk talt bare melkesyre ved forgjeringen av lactosen.’
Strengt tatt er det riktigere & si at det bare dannes pyrodrue-syre
ved forgjaringen av sukkeret.Det alt vesentlige av pyrodruesyren

reduseres imidlertid til melkesyre.
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Alle melkesyrestreptokokker produserer noe acetaldehyd i melke-
kulturen. Akkumulering av acetaldehyd 1 substratet varierer be-
traktelig mellom de forskjellige arter og innen stammer av artene

p.g.a. varierende evne til & redusere til etanol.

OUJﬁ,aLiJ%En mindre mengde acetaldehyd synes & veare ngdvendig for & gi de
Yb \ fleste melkekulturer en rund avbalansert smak, men ndr innholdet
s s
D%t;mig av acetaldehyd blir for hggt fdr man en smak som minner om yoghurt.

Ingen andre aldehyder synes a forekomme for vanlige kulturer, men
S.lactis var, maltigenes produserer som nevnt 3-metylbutanal, som
den maltsmakende komponent, men ogsd 2 metylbutanal, 2 metylp;BN

panal, fenyl-acet-aldehyd og 3 metyl-thic~propanal fra de korres-

ponderende aminosyrer.

En rekke av melkesyrebakteriene kan nyttiggidre seg acetaldehyd
cgrdermed redusere innholdet i kulturen. Szrlig aktiv i s& mite

er¥citrcvorum og det er vist at CH,CHO stimulerer veksten av denne

i noen grad. ﬂLzhcd¢hdm¥Ql
Acetaldehyd reduseres til alkohol cg tjener som hydrogenakseptor.
De aktuelle dehydrogenaser kan ogsd benytte propionaldehyd som

hydrcgenakseptor, men ikke aceton og butancn.

3.3.2.2. Heterofermentativ gjzring.

Blant mikroorganismene i kulturen er det bare Leuccnostoc som har
en hetercofermentativ sukkerforgjzring. Gjzringsskjema er vist i
fig. 3.3.2.2.1. Den innledende omdanning av laktcse til glukose=~

- J o . .
feafat ﬁoregar som ved den homofermentative nedbygging, men ved
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den heterofermentative sukkernedbryting far en ikke fruktosedifos-
fat (FDP® som mellomprodukt. Glukosen oksyderes direkte fra glukose
6-fosfat (G-6-P) til 6 fosforgluconsyre ved hjelp av Warburgs
"mellomferment", Tripyridinnucleotid (TPN).

Fig. 3.3.2.2.1.
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Det heterofermentative gjerings-skjema blir da ogs& betegnet som
"the monophosphate pathway".

Glukonsyren dekarboxyleres oksydativt videre til Ribose og
Ribulose-5 fosfat (Ru-5 P). Karbonatom nr. 1. spaltes her av som
002.
Den fosfor-glukonsyredehydrogenasen som formidler oksydasjonen

her m& ha tilgang péa Mg++, ca*? eller Mn*t -joner for & vare

aktivt. Sarlig virker Mt aktiverende, mens Cu’’ virker sterkt
inaktiverende. (Mangantilsetning til L-syrer dker innholdet av
Leuconostoc).

oleldor ] .

Ribulose 5-fosfat omleires videre til xylulese 5-fosfat.Under opp<tak
av en uorganisk fosfatgruppe blir sd puriosen spaltet i et mol
triosefosfat (GAP) og acetylfosfat.

Triosefosfat (GAP) omformes sd& til melkesyre som ved den homofer-
mentative gjzringen, mens acetylfosfat ved hjelp av acetokinase og
ADP gdr til eddiksyre + ATP eller det skjer en reduksjon til
alkohol. Under anaerobe forhold skjer som regel en fullstendig
reduksjon til alkohol. I narvar av oxygen vil det gjerne oppsta
vekslende mengder eddiksyre og alkohol.

Som resultat av den heterofermentative gjzring far en av ett mol
glukose: Ett mol C02, ett mol melkesyre og ett mol alkohol eller
eddiksyre. X odulsino ¢

COq + CHon oot + 0 Ly n
En ser at nettoproduksjonen av ATP vil avhenge av om man fdr dannet
eddiksyre eller etanol. Gar all acetylfosfat til eddiksyre fir man
en bruttoproduksjon pa 6 mol ATP pr. mol laktose. Reduseres alt
acetylfosfat til etanol blir bruttoproduksjonen 4 mol ATP. Da det i
begge tilfeller brukes opp ett mol ATP til fosforylering av glukosen
vil nettogevinsten av ATP ligge mellom 3 og 5 mol ATP pr. mol laktose.
I praksis md en vel derfor regne med et noe lavere ATP-utbytte ved
den heterofermentative sukkergjzring enn ved den homofermnetative.
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Merk at enzymet aldolase mangler ved den heterofermentative
sukkerforgjering. Glukose- og glukonsyredehydrogenasen mangler ved
den homofermentative sukkerforgjaring.

Ved tracerteknikk har en vist at glukosemolekylet deles p& midten
ved den homofermentative nedbrytingen. Ved den heterofermentative
gijering vil hexosens C-atom nr. 1. (Keto-gruppen) dekarboksyjares
til CO,. C-atom nr. 2 og 3 gdr til eddiksyre eller etanol, mens

2
C-atomene nr. 4,5 og 6 gdr til melkesyre.

Gjaringsforlgpet er vist skjematisk i figur 3.3.2.2.2.

3.3.2.3. Pyrodruesyrens muligheter i stoffomsetningen.

Bdde ved homofermentativ og heterofermentativ gizring fir en
pyrodruesyre som et viktig mellomprodukt. Det viser seg at pvro-
druesyren danner utgangspunktet for en rekke bickjemiske reaksjoner
og synteser. Hos melkesyrebakteriene er hydrering til melkesyre

den viktigste veien, men ved siden av denne kan det foregd en
reduktiv aminering til alanin,som er en viktig byggesten i

proteinsyntesen.

En viktig reaksjon hos melkesyrebakteriene er karboksylering av
pyrodruesyre med CO2 til oksaleddiksyre. Via denne kan rmelkesyre-
bakteriene syntetisere asparaginsyre, treonin og andre derivater
av oxaleddiksyre. Ved "foring" av melkesyrebakterier med radio-
aktivt CO2 finner en radioaktiviteten fgrst og fremst igijen i form

av asparaginsyre.

Pyrodruesyren kan videre nedbrytes til CO2 cg acetaldehyd. Dekar-
boksyleringen skjer ved hjelp av thiaminpyrofosfat (TPP ). en

far her et sdkalt aktivt acetaldehyd i det dette bindes til thiazol-
gruppen i thiaminet. Fig. 3.3.2.3.1.

En rekke bakterier bl.a. . $.faecalis kan oksydere dette videre ti.
eddiksyre.

Ved opptak av et proton kan det aktiverte acetaldehyd ga over i
fritt acetaldehyd, som videre kan reduseres til alkohol slik som
hos gjar og pediococcus.



31

?H
H—C— CH
3
N—-——ﬁ-——NHZ }
“ H +/C\
H3C_—-C C—C—N S
=t "]
N=¢C
H ?==='
CH, HCH
30
H?H
)
()==?-—-OH
0 ==T-——OH
OH
Acetaldehyd-TPP = * Aktivt acetaldehyd " (Carlson & Brown),

Katalyserer dekarheksylering av pvrodruesyre.

3.3.3. Citronsyresjaringen. -gsuﬁq *C\ bU}tt - %D{ C&ﬁ;\k\q\

Blant mikroorganismene i syrelulturen er det Leuconos=coc og S.
diacetilactis (eventuelt Pediococcus) som har evnen til & for-
gj@re citronsyre. Andre organiclie syrer som f.2"3. =2nlesyre kan
ogsd brytes ned, men i et substrat som melk er et bare citronsyren
som har interecre. Betingels=n for citronsyreforgjzrin~ er til-
st¥devarelse av nminst to enzymsystemer,nemlig citrat perﬁ%ge, som
katalyserer opptaket av citronsyren til cellen o7 gitratase som
katalvserer den innledende spaltinc av c¢itronsyre +il oksaleddik-
svre og eddiksyre. BZde innen Lecuconostoc og S.diacetilactis
fcoekormer mutante celler scil mangler det ene eller HDegge enzymer
og har dermed .mistet evnen til & kunne nedbygge eitronsyre. En

slik mutant av S.dlacetilactis ey i realiteten ern S$.lactis. P&

I3

Carlson & Brown, 1960. J.bicl.chem, 235.
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samme mate som for sukker har en med hjelp av tracerteknikk klarlagt
nedbyggingen av citronsyremolekylet. Dette er vist skjematisk 1
fig. 3.3.3.1.

Oksal eddiksyre =Y
L 1 C-4-forb.
—_— 2 2 2
. T —_— | - -
ir.1-2 |H,C-COOH
/ 3 3 3
HOC-COOH
1r. 3-4 |4 4
H.C-COOH Pyrodruesvre
1Ir.5-6 2
4
> —
] =
CO2
Eddiksyre

Fig. 3.3.3.1. Isotopfordelingen ved forgjaring av citronsyre.

" Som det gdr frem av figuren har en ogsd pyrodruesyre som et sentralt
mellomprodukt under citronsyregjeringen. P& figuren har en antydet

at en del av pyrodruesyren kan omdannes til ngytrale C-4 forbindelser
d.v.s. diacetyl, acetoin eller butandiol. Ett molekyl citronsyre kan
i gunstigste fall gi 1/2 mol C-4 forbindelse ved siden av 2 mol CO2
og ett mol eddiksyre.

I praksis fir man gjerne dannet noe mer eddiksyre pd bekostning av
C-4 forbindelsene.
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3_3-Q-_g:4—forbindelsene.

Diacetyl CHa,Co .Co. CH er det egentllge aromastoffet i smgr og er
den eneste diketon som er padvist i gode syrekulturer. Forblndelsen
er vidt utbredt i naturen og forekommer bl.a. i jordbar, bringeber,

melasse, ¢l, brgd og brent kaffe.

I ren tilstand er diacetyl en lys gul-grgnn vaske med sterk lukt,
kp. 88°C, sp.v. (15/15°C) 0.9904.

Som andre a-diketoner er diacetyl et relativt reaktivt stoff som

vil reagere med de vanlige karbonyl-reagenser.

Kjemisk kan diagetyl dannes ved oksydasjon av acetoin. Det kaﬂjﬁﬂt{ﬂun'

reduseres til acetoin og 2,3-butylenglykol (butandiol). ibwa Uﬂﬁ\j
Cal

Acetoin eller acetylmetylkarbenol CH3 - CHOH - CO - CH

I ren tilstand er acetoin en lys gul vaske eller et krystalllnsk

fast stoff (dimer), kp. 148° C, sm.p. 15°¢C, sp.v. 15/4°C 1. 002.

Acetoin er lgselig i alkohol 0g vann, men det er lite lgselig i é?

eter. I kontakt med luft oksyderes det gradvis til diacety ﬂb ;>

syrekulturen foreligger acetoin i langt st¢rre mengder enn [

diacetyl.

Forholdet mellom diacetyl og acetoin er ikke konstant og vil
variere alt etter forholdene, og med de aktuelle kulturer.
Se tabell 3.3.4.,1.

Butandiol eller 2,3-butylenglykol, CH3 ~ CHOH - CHOH - CH3.

I ren tilstand er 2,3- butylenglykol en nesten fargeldgs vaske,
kp. 18u C, sm. p., 23-27 C, sp.v. 0/4°C 1.0us8. Forbindelsen er
lett lgselig i vann, alkohol og eter. I syrekulturen dannes 2,3-
bytylenglykol ved reduksjon av diacetyl og acetoin.

Hverken acetoin eller butandiol har verdi som aromastoffer. I
praksis gjelder det derfor om & unngd reduksjon av diacetylet i
stgrst mulig grad.



- 34 -

Dannelsesmidten til C-4-forbindelsene har vert mye diskutert

gjennom tidene. De fleste forskerne mente at citronsyren var moder-
stoffet for aromagjzringen mens andre (bl.a.Virtanen) mente at
citronsyre bare fungerte som en hydrogenakseptor og at lactosen

var utgangspunktet for C-4-forbindelsene.

Med dagens kjeﬁ?kap til dannelsesmdten for C-4-forbindelsene m& man
gi de fgrstnevnte rett, i det det alt vesentlige av aromastoffet: i
“syrekulturen dannes av melkens citronsyre eller dens nedbyggings-
produkter, oksal-eddik-eller pyrodruesyre. Men pyrodruesyre far man

ogsd som sentralt mellompunkt ved sukkergjeringen.

Dette er vist skjematisk i fig. 3.3.4.21

Glukose Sitronsyre
Etanol+C05 Eddiksyre+C0,
+ Pyrodruesyre, +Pyrodruesyre
[ |
) y ¥
Pyrodruesyre- T ]
oc—Acgy(melke— reservoar Melkesyre
syre
2H
CO C 05
Acetoin Aktivt ccetaldehyd

Virtanen, 1941. Uber die Bildung des Butteraroma. Z. Angew.
Chem. 54:491
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Ved tracerteknikk har man videre vist at det i prinsippet ikke
er noen forskjell pa den pyrodruesyre som stammer_fra-sykkerfor-.

gjeringen og den fra citronsyreforgjzringen.

Ved bruk av isotop-merket sukker (glukose) sammen med umerket
pyrodruesyre fant Kandler (1961) at det acetoinet som her ble
dannet ogsd var radioaktivt, men acetoinets aktivitet var bare
1/8 av glukosens spesifikke aktivitet. Dette betyr at den over-
veiende del av acetoinet (7/8) skriver seg fra den tilsatte
pyrodruesyre med inaktivt karbon og bare 1/8 fra sukkeret.

Det viser seg at C-4 forbindelsene ikke dannes ndr man bare har
sukker som kilde for pyrodruesyre. Bytter man ut sukker (glukose)
med pyrodruesyre fér man en kraftig acetoindannelse. I blandinger
av glukose og pyrodruesyre fdr man med renkulturer av leuconostoc
(ATCC 8082) ingen dannelse av C-4 forbindelser sd@ lenge for-
gjeringen av sukkeret gar for fullt. Nar konsentrasjonen av sukker
synker slik at C02—utviklingen avtar fant Kandler at det ble dannet

acetoin.

- Arsaken til at acetoin ikke dannes mens den maksimale sukkerfor-

gjeringen pagdr er sannsynligvis den at melkesyrehydrogenasen (D
har en hggere affinitet til pyrodruesyren enn dekarboksylasen. Det

dannes derfor primazrt melkesyre. @§>

S. diacetilactis er meget aktiv med hensyn til spalting av

citronsyre og her far man ogsd dannet acetoin mens sukkerfor-

gizringen pagdr, se fig. 3.3.4.3 og 3.3.4.4. Det er intet som

tyder pd at S.diacetilactis og L. eitrovorum spalter citronsyre
pa forskjellige mater. En md anta at det er konsentrasjonen av
fri pyrodruesyre sammen med den aktuelle aktivitet pd melkesyre-
hydrogenasen som bestemmer ndr dannelsen av C~4-forbindelsene

S. diac%'a(}ﬁb pabies task EAp

skal skije.

Kandler, 1961. Stoffwechsel der SHureweckerorganismen.
Milchwissenschaft 16(10):523.
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Leesment, 1968. Sv. Mej.tidn. 60(20):388.
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Relativt innhold av acetoin og diacetyl +

c-acetykmelkesyre.

+ w pH

' S L 5,7
Acetoin i D og DL-syrer
L 5,5
T
- 5,3
- 5 ,1
Acetoin i L-syrer | 4,9
. : .. - 4,7
\ Diacetyl + AA i L-syre
\ - 1-\\
, ~ L 4,5
- T Diacetyl T AP T og DL7syre~ ="~
I T T T T 1 T | T T
10 12 14 16 18 20 22 24 30 36

Inkubasjonstid i timer ved 20°C
AA = a-acetyl-melkesyre

FIG.3.3.4.4., Sammenlikning av acetoin og diacetyl + a-acetyl-
o melkesyre 1 D og L syrer. Etter Anderson, 1964.

Svenska Mejeritidn. 56(45):590.

Pyrodruesyre er et viktig mellomprodukt som danner utgangspunktet for
en rekke synteser (f.eks. lipider). Harvey og Collins (1963) mener

at den pyrodruesyre som ikke er ngdvendig for dannelsen av celle-
materiale blir konvertert til C-4-forbindelser og at dannelsen av

disse stoffene er enslags avgiftningsmekanisme som fjerner over-

skuddet av den intracellulare pyrodruesyre.

Hvordan dannes sa C-4-forbindelsene ut fra pyrodruesyre ?
Ved dekarboksyleringen av pyrodruesyren under aromagjzringen fir en
ikke fritt acetaldehyd slik som ved alkoholgjeringen. Dette er

Harvey & Collins, 1963. Roles of citrate and acetoin in the
metabolism of S.diacetilactis. J.Bacteriol. 86:13301.
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vist med tracerteknikk. En finner aldri igjen merket acetaldehyd
som f.eks. diacetyl slik som det kunne vare narliggende & anta.

Jed Ved dekarboksyleringen av pyrodrusgyee far man derimot dannet
GSOWEMM' acetaldehyd-tiaminpyrofosfat ( TPP) sdkalt aktivt acetaldehyd.
at

Ved kondensasjon av aktivt acetaldehyd med fritt acetaldehyd
kan det dannes acetoin som ved videre oksydasjon gir diacetyl.
Men denne dannelsesmdten av diacetylet kjennes imidlertid bare
fra gjzr og i dyrevev.

Nir det gjelder melkesyrebakterier dannes acetoin pd fglgende
mite:
Aktivt acetaldehyd kondenserer med pyrodruesyre il a-acetyl-

melkesyre:
cooH ?00H
!
q = 0 + CH3CHO—TPP +—a——a> HO.C - COCH3 + TPP
5 {
CH3 aldhst CH3
Qutodoll
2 ‘g & acehylntlnsey ~

a = acetylmelkesyre.

Ved dekarboksylering av a-acetyl-melkesyre fies CO2 og acetoin.

En rekke mikroorganismer fgrer a~acetyl-melkesyre-dekarboksylase,
bl.a. Leuconostoc. ~Ved oksydativ dekarboksylering antar en at

det ogsa kan dannes diacetyl. o

- I f@glge Speckman og Collins (1968) kan
hverken a-acetyl-melkesyre eller acetoin vare moderstoffet for
diacetyl da hverken Leuconostoc eller S.diacetilactis har enzymer
som katalyserer en oksydasjon av acetoin til diacetyl. I modell-
forsgk med disse mikroorganismene i et pyrodruesyre-manganhktivt-
acetaldehyd-system viste det seg at diacetyl bare ble dannet dersom
acetyl-CoA ble tilsatt i blandingen. Disse forskere hevder derfor
at diacetyl primzrt dannes ved en kombinasjon av acetyl-CoA og k
CH3CO.TPP.

.

Speckman og Collins, 1968. Diacetyl biosynthesis in S. diaceti-

lactis and L.citrovorum. J.Bacteriol. 95:17u.
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P& figur 3.3.4.4 ser en at for D-eg DL- kultureén giew acetoin-
innholdet ndr d-acetylmelkesyre og diacetylinnholde* avtar.

For L.-kulturen derimot gker g-acetylmelkesyreinnholdet og
diacetylinnholdet sammen med acetoininnholdet under f¢rste del av
gjzringsfasen (14-22 timer). Dette kan indikere noe forskjellig
dannelsesméte for diacetyl i D-og L-kultur.

Diacetyl-reduktase er pavist hos en rekke arter mikroorganismer
inbefattet flere stammer S. diacetlactis og L .citrovorum og
dextranicum. Dette ensymet katalyserer en irreversibel reduksjon
av diacetyl til acetoin. CU@RLLLB\ ] > Cvetoin
Dokl
I fglge svenske forsgk er det bare Leuconostoc i(syrekulturen som
kan pedusere acetoinet videre til butandiol. Et hggt acetoininn-
hold er derfor karakteristisk for D-syrevekkere, tabell 3.3.4.1.

(Enkelte mikmorganismer kan bryte acetoinet ned til eddiksyre, vist
bl.a. for mikrokokker og S.faecalis, men er ikke pavist for mikro-

organismene i kulturen.)

Den spontane oksydasjon av alfa-acetyl-melkesyre avhenger av
miljgets oksydasjonspotensial. Oksydasjonen gker under lufttilgang
som f.eks. under kjerning. I et forsgk her ved meieriinstituttet
fant vi at diacetylinnholdet i smgr + kjernemelk 13 vesentlig over
innholdet av diacetyl i kjerneflgten. Acetoininnholdet avtok
derimot. N

Tabell 3.3.4.2. Aromakomponenter i smgr og kjernemelk i prosent
av kjerneflgtens innhold av de samme komponenter,

Diacetyl 151,6 %
Acetoin 93,9 %
Etanol 95,7 %
Aceton 93,2 %
Acetaldehyd 93,1 %
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Bacillius polymyxa nyttes ofte til industriell produksjon :
av acetoin. Ved fremstilling av diacetyl blir acetoinet oksydert

opp med Fe+++.

Hvilke mengder av diacetyl kan man gjgre regning med & f& i en

god syrevekker ?

Som vi har sett kan en maksimalt f& et 1/2 mol C-4- forbindelse
pr. mol forgjzrt citronsyre. Dersom all citronsyre (molvekt 192)
i melken (ca. 1,8 g pr. 1) forgjares til maksimal mengde diacetyl

(molvekt 86) fir en:
43,1,8

Diacetyl g pr. 1 = 'T@?J_ = 0,4

eller ca. 400 mg pr. 1.

WOR  Mengde ououila l

I praksis vil den aktuelle diacetylmengden selv i den mest aroma-
tiske kultur ligge godt under 5 mg pr. 1. Acetoininnholdet i
kulturen kan derimot ofte ligge opp mot det teoretisk maksimale.

I D og DL syrevekkere er et acetoininnhold pd 350 mg pr. 1 ikke
uvanlig i fullt utvokste kulturer, mens en L-syrevekker gjerne har
et acetoininnhold p& ca. 100 mg pr. 1. Lode (1972). Jfr. tabell
3.3.4.1.

Svenske undersgkelser har vist at i kulturer der S.diacetilatis er
dominerende aromaprodusent fér en tidlig i gizringsperioden et
relativt hggt innhold av diacetyl, men dette reduseres raskt
samtidig med at innholdet av acetoin gker og stabiliserer seg pa
et hggt nivd som vist i fig. 3.3.4.4. I L-syrer foregdr aroma-
gijzringen mer rolig, den starter p& et senere tidspunkt. Hverken
diacetylinnholdet eller acetoininnholdet blir s& hggt som i
D-kulturen. Det endelige diacetylinnholdet kan likevel bili hggre

i en L-syre p.g.a. svakere reduksjonstendens.(Fig. 3.3.4.3.).

Lade, 1972. Studier over nokre bakteriologiske og biokjemiske
eigenskapar hj& ulike typar syrekulturar.
Melding nr. 159 fra Meieriinstituttet.
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3.3.5. Kulturens COz-produksjon.

Leuconostoc produgserer CO2 bdde ved sukkerforgjzringen og ved
citratforgjeringen. S.diacetilactis produserer 002 vegsentlig ved
citronsyreforgjzringen.,

I ystingssammenheng har C02-produksjonen ved citratforgjaringen
stgrre interesse emn selve aromastoffdannelsen. B&de S.diacet§—
lactis og L.citrovorum forgjzrer citratet etter samme skjema, men
tidspunktet for citratforgjaringen er noe forskjellig hos de to
bakterietyper, (fig.3.3.4.3.).

Hos. S. diacetglactis kommer citratforgjzringen raskere igang,

den skjer sa 4 si parallelt med sukkerforgjzringen. I en D eller
DL-syrevekker vil citronsyre vare forgjaret ca. 6 timer tidligere enr
i en L-syrevekker ifglge svenske forsgk (Leesment, 1968). Dette

at gassproduksjonen under ysting kommer p& et s& tidlig tidspunkt

er som vi vet svart uheldig. Grensen for den mengde CO2 som kan
lgses i ostens vann overskrides, sazrlig hvis ikke osten har rukket

& bli avkjglt, og revne hull blir gjerne fglgen.

Hos Leuconostoc starter ikke citratforgjzringen opp fgr miljgets
surhet har kommet ned under pH 5,0. Som vi har sett danner
imidlertid Leuconostoc CO2 bdde fra sukkerforgjaringen og fra
citratforgjzringen. De fleste stammene har imidlertid en svak
melkesukkerforgjzring og utgjgr normalt bare en liten del av
bakterietallet i kulturen. Stgrstedelen av den melkesyre som er
dannet vil en derfor mdtte g& ut fra stammer fra den homofermen.-
tative sukkernedbrytingen ndr en har med blandingskulturer &

gidre.

Selv om enkelte aktive stammer av Leucconcetoc skulle kunne ut-

vikle en stgrre mengde 002 enn en diacetilactis-kultur, har tids-
punktet for 002~dannelsen sannsynligvis vesentlig stgrre betydning
enn den absolutte mengde gass som dannes,da osten ved en langsommere

utvikling kan kvitte seg med overskuddet.

11
Leesment, 1968. Oversikt 8ver syrningskulturernas mikrobiologi.
Svenska Mejeritidningen 60(20):388.
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Leesment, (1967) har undersgkt utviklingen av CO2 i en rekke
forskjellige syrevekkere og disse undersgkelsene tyder péd at COZ—
utviklingen pr. celle er noksd stabil for S.diacetilactis, mens

denne egenskapen er sterkt variabel for de forskjellige stammer av
Leuconostoc. En skulle derfor ha stgrre muligheter blant L-syrevekkere
enn blant D-syrevekkere til & kunne velge ut en syrevekker som passer

godt til det respektive ystingsformdl. Fig. 3.3.5.1.

pLCOZ

1 CO
2500 P 2
000 2000 DL-syre
2L
1500
11000
1L
Tox--x 6 SD
L-syre
3L Y
. ) . . 0 timer )
3080 9 120 0 ¥ 8 12 16 20 7%
Fig. 3.3.5.1. RenKultaw, stamme. Fig. 3.3.5.2. &land,agskultsr

En skal videre vare oppmerksom pd at i blandingskulturer der en har
bdde S.diacetjactis og Leuconostoc vil fgrstnevnte dominere CO,-

produksjonen som vist i fig. 3.3.5.2.

Leesment, 1967.Bestdmning av gasbildningsf8rmdgan hos syrnings-

kulturer. Svenska Mejeritidningen 59(34):469.
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Normalt vil antallet diacetilactis utgijgre fra 6-15 % av det totale
celletallet i kulturen.(Lode upubl.)Det er diacetilactis’ tendens

til & komme i dominans i kulturen som gjgr D-syrevekkerne si betenke-
lige ut fra et ystingssynspunkt. Jo stgrre innholdet av aktive
citratforgjzrere er,desto kraftigere blir gassutviklingen, og med
diacetilactis, pd et tidlig tidspunkt.Eksempel p& dominans av
citratforgjaringen i kulturen er vis i tabell 3.3.5.1. Dersom

dominansen skyldes S.diacetilactis skjer gassutviklingen pad et
tidlig tidspunkt.

Tabell 3.3.5.1.Innholdet av citratforgjzrere i DL-kultur under
fortldpende forplantning. Etter Lode (1971).

Citratforgjerere i % av totalantallet etter en serie
forplantninger. 21OC, 1/2 % poding.

Etter ¥Forplantning Inkubert Inkubert

nr. 18 timer. 22 timer.
Start 17 17

1

3 1 5

5 3

6 5 8
12 14 15
17 10 L6
26 yy 8l
29 4y 86
40 55 95

Jfr. ogsd Anderson side 16.

Lode, 1971. Litt om ulike typar syrekulturar. Meieriteknikk,

1971



45 —torel. Ons 3.5¢01.

3.4. Variasjoner i kulturens egenskaper.

En av de vesentligste egenskaper hos kulturen er at den er
stabil i sine biokjemiske aktiviteter, - ikke minst nar det

gjelder kulturer for ysting.

Akkurat som for mer hggtstdende individer er mikroorganism-
enes karakter bestemt av det arvestoffet de har i seg. De
fundamentale biockjemiske egenskaper i cella er bestemt av
dette arvestoffet. Endringer i arvestoffet kan som kjent skje ved
mutasjoner (spontane endringer) og det synes som frekvensen av
mutasjoner er relativt hgg i bakteriepopulasjoner.

aTkFWEﬁfKMKﬁBet er ogsd vist at arvestoffet (DNA) s& & si kan diffundere
inn i cella fra omgivelsene ndr det gjelder bakterier (trans-
formasjon). En transformasjon kan induseres ved at levende
celler av én type mikrcorganismer blandes med DNA (arvestoff)
som er frigjort fra en annen stamme forskjellige, men nar
beslektede mikroorganismer. Ved Hillergd hevdes det & vare
utfgrt forsgk med transformasjon av diacetilactis’aroma-
produserende egenskaper til S.lactis.

- Videre er det for enkelte bakterietyper vist at en direkte
celle til ceelle kontakt (konjugasjon) kan resultere i ut-
skifting av arvestoffet. Dette blir narmest & sammenlikne med
en sexuell utveksling av arvestoff. Fenomenet har bl.a. vart

LO0ER=1 00

pdvist hos coli, salmonella og pseudomenas.

En tredje mdte endringer i cellenes arvestoff kan skje pa,
TERSDO<KSYN er ved hjelp av bakteriofager (transduksjon),og dette er

sannsynligvis den hyppigste drsak til endringer i cellenes

arvelige egenskaper. Hvordan dette foregdr skal vi komme

tilbake til senere.

Individet vil ogsd@ i stor grad vare preget av det miljget det
lever i. Dette gjelder ogsa for bakterier. Alt etter hva slags
substrat de vokser i og hvilkan pH, temperaturer og redoxpotens-
ial det har, kan kulturen variere i sine stoffomsetninger. Dette

Sulosskeot
P o

st P
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kommer av at mange mikroorganismer er utstyrt med flere sett
enzymsystemer og miljget vil da vere bestemmende for hvilke
enzymer som skal settes 1 aktivitet eller vil vare mest aktive

i kulturen. Endringene i aktiviteten skyldes alts& ikke endringer
i cellenes arveanlegg. (En sier at samme genotype har forskjellige

fenotype).

Ved systematiske ompodninger pa substrater eller miljder som
kanskje ikke er helt optimale sett ut fra bakteriens narings-
krav,kan man hdpe pd at det oppstdr mutasjoner som har bedre

evne til & tilpasse seg dette bestemte substrat eller miljg.

Slike individer vil da etter hvert komme til & dominere celle-
tallet i kulturen og en kan pa denne maten vare heldig & komme

fram til en kultur som egner seg bedre til sitt spesialformdl

enn den opprinnelige. (Eksempel pd dette kan vare selektering

av bakterier som tdler en hgg etter-varmingstemperatur under
ysting eller som er mer salttolerante enn gjennomsnitts-individet).

De fleste mutanter har imidlertid darligere egenskaper enn opphavet
og vil vare ubrukelige som kulturorganismer. En kultur som holdes
under betingelser som avviker mye fra de optimale vil vanligvis

svekkes.

I en kultur som bestdr av flere typer mikroorganismer i

blanding vil spgrsmdlet om symbiotiske og antibiotiske

effekter mellom bakterietypere ogsd vare av betydning for
stabiliteten i kulturen. Enkelte stammer av_S.lactis produserer
som vi vet polypeptidet Nisin, som har en sterk antibiotisk
virkning mot andre lactis-stammer og mot en rekke andre bakterier.
En md vel imidlertid kunne se bort fra at det skulle eksistere
nisinprodusenter i syrekulturer levert fra syrelaboratorier, like-
sd md en vente at de stammeme, som syrevekkerlaboratoriene setter
sammen i kulturen, er grundig prgvet og funnet & passe sammen.

Symbiotisk effekt har en mellom Leuconostoc og S.lactis/cremoris-
gruppen 1 kulturen. Leuconostoc vokser bedre i blanding med S.

1a¢tis/cre@0ris enn 1i renkultur. I_renkultur vil den heller ikke

produsere nevneverdig diacetyl da - ' pH ikke blir lav
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nok til at citronsyregjaringen kommer i gang.

Dette balanseforholdet mellom Leuconostoc og lactis-cremoris-
gruppen i kulturen vil lett kunne forskyves i den ene eller

den andre retningen ndr kulturen har vart forplantet i lengre

tid pd meieriene. I DL-syrevekkere har en erfaring for at diacetil-

actis har lett for & bli dominerende.

3.4.1. Genetisk betingete variasjonsdrsaker.

3.4.1.1. Bakteriofager.

Da bakteriofager ikke bare er istand til & endre forskjellige
arvelige egenskaper hos cellene i kulturen, men hyppigst er
drsak til en massiv bakteried¢gd hos de mottakelige stammer

md vi se litt narmere p& dette fenomenet.

En bakteriofag er et bakterievirus som angriper spesielle
mottakelige stammer. Sannsynligvis har enhver celle sitt homo-
loge eller motsvarende virus. Hva er s& et virus?

En kan vel si at et virus er en mikro-partikkel som i alt

vesentlig bestép av en del av det arvestoffet eller DNA som

finnes i den mottakelige celle, i seg selv dgdt materiale, men
dette DNA har en slik konstitusjon at det ndr det kommer inn i

sin vart-organisme, enten kan pavirke cellen til & produsere nye
virus (eller fag-partikler) eller det kan etablere seg i cellen som
en "profag". I fgrste tilfelle vil cellen gd til grunne og det vil
frigjgres ca. 100 nye fagpartikler som i sin tur kan angripe nye
celler. Dette vil, som en skjgnner, ha drastiske fglger for en kul-
tur.

I det andre tilfellet, ndr DNA etablerer seg som profag, skjer

det tilsynelatende ingen ting med cellen, men bare tilsyne-
latende. Cellen har blitt resistent mot angrep fra samme type fag.
Videre har Fag-DNA gitt cellen den arvelige egenskap at den eller
dens datterceller nér som helst kan begynne & produsere nye fag~
partikler ved selv 4 lgses opp. Disse har blitt sdkalte lysogene
celler. Dette er imidlertid ikke det norma%ﬁ&mziﬁfDNA har etablert
seg sammen med bakteriens DNA og formerer seg i takt med cellenes
formering.
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Celler med slikt bakteriofag-DNA i seg viser ogsd smd for-
andringer i sine livsfunksjoner, det kan ytre seg ved annen
form og farge pd bakteriekoloniene pa fast substrat, tap
eller tilfgring av nye enzymer, produksjon av toksiner o.s.v.
Sykdommen difterit skyldes for eksempel et toksin som blir
produsert av en lysogen difteritbakterie. Difteritbakterier

uten profag er helt ufarlig.

Profag-fenomenet kan forklare mange av de endringer som fore=-

kommer i syrekulturens stabilitet.

For & forstd me-kanismen i det som skjer ma en kjenne oppbyggingen
av DNA-molekylet. DNA stdr for Deoxyribo nucleie acid. Som navnet

antyder inneholder det ribose og forekommer i nucleus.

Mikromolkylet av DNA bestdr av fosforsyre + pentose + en av fire
forskjellige nitrogenholdige ring-strukturer, nemlig adenin, guanin,

cytosin e. tymin. Fig. 3.4.1.1.

Figur 3.4.1.1. Det "trappelignende'" DNA molekylet fremstilt i

diagram. (P=fosfat, S=deeoxyribose, A=adenin, T=

thymin, G=guanin, C=cytosin},
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Hvert mikromolekyl bindes sammen over fosforsyren til lange kjeder
pd opptil 20 000 smamolekyler. Alt etter hvilken nitrogenbase som
inngdr i smdmolekylene (nucleotidene) vil makromolekylet endre
karakter, og det er kombinasjonene av baser i tre og tre mikro-
molekyler (triplets) som viser seg 4 vare den kode som arvestoffet

benytter seg av.

Triplettene er pd en mdte bokstaver i et alfabet med 4 x 4 x 4 =64
boktaver. De danner 'mening" nér de blir satt sammen pad helt bestemte
mater.

DNA forekommer i cellen vanligvis som en lang tvinnet dobbelttrad.
P.g.a. spesielle egenskaper ved nitrogenbasene vil det ved celle-
deling, etter en forutgdende adskillelse av de to trader, bygges
opp nukleotider langs begge de adskilte trdadene i ngyaktig samme

rekkefglge som det opprinnelige. Dette forklarer arvens konstans.

Ved at cellen tilfgres smd DNA-fragmenter med ''gal'-mening fra
bakteriofager kan man lett forstd at fagen bringer forstyrrelse
i cellens stoffskifte.

Bakteriofagenes form, stgrrelse og konstitusjon gdr fram av
figur 3.4.1.2.

Bakteriofagpartiklen har et klubbeliknende utseende som bestdr
av et sekskantet hode fylt med et langt DNA-molekyl og en hale

med slire og endeflate. Dette siste er fagens angrepsredskap,

Total lengde er ca. 200 wmu. og vekten el"'5-10_1‘6 gram .
! 100 my T 100 mp/ 7
65 LA ETRAAMLLTAL]
my ININNVNSVRAT
Hode Hale Endeplate
med med med pigger
DNA kappe og trdader

Fig. 3.4.1.2. Bakteriqfagpartikkelen skjematisk ,
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sensitive celler som inneholder profap

Figur 3.4.1.3. Stadier i fagsyklus.

Ndr fagpartiklen kommer i kontakt med en sensitiv celle fester den
seg til cellen med halens endeflatestruktur. Aminosyrefrekvensen i
denne proteinstrukturen md passe til strukturen i celleveggen dersom

den skal kunne festne. Dette forklarer fagenes strenge spesifitet.

Nir fagen har festnet til cellen svekkes celleveggen av enzymlik-
nende substanser i basalflaten, sliren trekker seg sammen, s& hale-
rgret penetrerer celleveggen og fag-DNA sprdytes inn i cellen
(fig.3.4.1.3). Ett av to ting kan nd skje:
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a) Er fagen virulent overtar den gyeblikkelig kommandoen over
cellens stoffskifte og far den til & syntetisere fag-DNA + partik-
kel-protein (den latente periode). Etter ca. 12 min. begynner
de fgrste fagpartiklene 4 ta form, men fgrst etter ytterlugere
15 min. kan det pavises virulente fager. Ca. 40 min. etter in-
feksjon er alle fagpartiklene ''modne", celleveggen lgser seg opp
og det frigjgres fra 70-200 nye fagpartikler. I en én-stamme-
kultur vil utviklingen i kulturen da kunne skje slik som vist
i figur 3.4.1.4.

CELLETALL /ml *MELKE-
FAGTITER SYRE

10" 03

//milkﬂny._/ 02
1"

0.1
0

4

)

10°] Ry
S

0 4 8 12 16 20 24TIMER

i

Fig. 3.4.1.4. Celletall og syrningsforldgp i faginfisert syre.

Fagtiter er den stgrste fortynning en kan gjgre
med en prgve og fremdeles kunne pavise fager.



b) Er fagen temperert d.v.s. avirulent etablerer fag-DNA
seg som profag sammen med cellens DNA og man far en
lysogen fagresistent celle, d.v.s. en celle som barer i
seg muligheter til 3 gjennomgd lysis. Profagen kan nemlig
bli virulent, enten ved bestrdling etc.eller ogsd spontant.
Det siste skjer sjelden, men i lysogene kulturer kan fager
alltid pdvises p.g.a. induksjon i et f&tall av de lysogene
celler. Nir dette skjer vil fagen kunne ta med seg arve-
stoff fra vertsorganismen og ved temperert infeksjon i ny
celle overfgre de egenskaper som er knyttet til dette DNA
til den nye verts?eE;:;A;iii{ngciifligere omtalt.
Bakteriofager som partikler forekommer over alt. P.g.a.
stgrrelsen spres de lett i luft og da de er ufglsomme for
inntgrking, er luftinfeksjon vanlig. La ikke myserester tdrre
inn ! Fagpartiklene er mer varmeresistente enn sine verts-
organismer. Vanlig pasteurisering er ikke tilstrekkelig, men
20 min. ved 75°C synes & holde. Fig. 3.4.1.5. Hypokloritt er
meget aktivt mot bakteriofager og sprayforstgving av dette
i faginfiserte lokaler har vist seg svert effektivt. (20 ml
hypokloritt/100 m® luftrom). Optimalbetingelsene for f-gan-
grep har en i melka ved 30-37°C og pH 6,5 (Ystekaret 1).

Aktiviteten avtar sterkt ned mot pH 5,0. Da fagpartiklene

er ubevegelige,vil all infeksjon stanse i koagulert melk.

Det samme vil skje i lgpelagt melk. Rask syrning og tidlig
14pning av karet er derfor & anbefale.

"Rotasjon" av kulturer med forskjellige fagspesifitet er en
annen metode som nyttes for & hindre opphopning av bakterio-
fager i ysteriene. En har opptil 8 kulturer som gdr pa

rundgang.

For at fagpartiklenes angrepsmekanisme skal virke md sub-
stratet inneholde kalsium~joner. Binder man disse med f.eks.
oksalsyre etc. kan men etter gjentatte forplantinger p3 slik
melk, befri kulturen for fagangrep, men dette er neppe
aktuelt & utfgre i praksis.
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3.4.2. Miljgmessig betingete endringer i kulturen.

Substratet er en meget viktig del av mikroorganismenes miljg. Vi
skal derfor se litt narmere pa melken som substrat for syrnings-

organismene.

Temperaturen og andre miljgfaktorer vil bli diskutert i forbindelse

med syrens fremstilling.

3.4.2.1. Syremelken.

3.4.2.1.1. Vekstfaktorer.

Melkesyrebakteriene er heterotrofe organismer som bygger opp sin
celle-substans av organisk materiale. Energikilden er melkesukkeret.
I normal melk forekommer vanligvis alle ngdvendige nzringsstoffer

for syrekulturen.

Tilgangen pd nitrogen-naring (peptider og aminosyrer) er gjerne
minimumsfaktorer og ofte arsak til varlaSJon i veksten hos forsk]ellg?t
melkesyrebakterier, Leuconostoc-artene har f.eks. vanskeligere for

& tilfredsstille sitt nitrogenbehov enn lactis-cremoris-artene.

Melkens peptidinnhold og veksten av syremelkens bakterier har
vert undersgkt av flere forskere (Anderson,Parker, Elliker)

og de forskjellige stammer viser en intensivert syredannelse med
gket peptidinnhold.

Aminosyrebehovet veksler sterkt hos disse bakteriene, ikke

bare mellom artene, men ogsa fra stamme til stamme innen arten.
Bdde Leuconostoc og Streptococcus md ha aminosyrene valin, leucin,
isoleucin, arginin og histidin.

Svart mange av de undersgkte stammer synes ogsd & ha et absolutt
behov for glutamin og prolin.

Anderson, A.W. & Elliker, P.R. The nutritional requirements of
lacti¢ streptococci isolated from starter cultures. I Growth in
1 synthetic medium. J.Dairy Sci. 36, 161-167, 1953.
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Leuconostoc.har et absolutt behov for glutaminsyre, lysin,cystein,
fenylalanin, tyrosin og tryptofan. '

Alanin og metionin er essensielle for streptokokkene, men ikke

for Leuconostoc.
Alle de n¢gdvendige aminosyrene forekommer i normal melk.

Av vitaminer trenger samtlige syrevekkerorganismer niacin, panto-

tensyre og biotin.

Leuconostoc trenger dessuten riboflavin, pyridoxin, tiamin og
folinsyre. Enkelte stammer krever ogsd vitamin 512'

Vitaminbehovet til S.cremoris er noe mer omfattende enn S.lactis.
Av andre vekstfaktorer vet vi at Pediococcus trenger folinsyre-

derivatet leukovorin for & kunne vokse.

Tenker vi pad armomagjaringen er det absolutt ngdvendig at melken
har et neormalt innhold av citronsyre. Her i Norge er det ikke gjort
noen systematisk undersgkelse over melkens citronsyreinnhold, men
amerikanske og svenske undersgkelser tyder pé at dette varierer
lite.

I amerikansk melk er det funnet et midlere citronsyreinnhold pa
0,18 % og i svensk melk ligger citronsyreinnholdet p& mellom

0,14 og 0,15 %. Dette gjelder blandingsmelk. 38 amalyser av yste-
melk fra Nerbg meieri tatt hos oss i tiden 29.3 - 15.8 1973, viser
et innhold av citronsyre pd mellom 0,17 og 0,22 %. I melk fra
enkeltdyr kan citronsyreinnholdet variere mellom 0,07-0,33 $%.

I samlemelk md en gd ut fra at det under normale forhold vil vare
nok citronsyre tilstede og noen ekstra tilsetning av citrnsyré
til syremelken synes ikke & ha s& mye for seg. En f&r bl.a. en
altfor sterk CO2 utvikling i kulturen.

Essensielle metallsalter for bakterienes vekst inngdr delvis i
de organiske forbindelser som bakteriene bryter ned, andre igjen
kan opptas direkte fra omgivelsene.
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For at Leueconostoc skal kunne forgj=zre citronsyre trengs som
nevnt mangan (til 6-fosfogluconsyredehydrogenasen).

I fglge danske undersgkelser (Overby, 1966) varierer manganinn-
holdet i melken fra 5,5 til 28,7 mikrogram pr. 1. Manganet md
imidlertid foreligge i en fri form f¢gr Leuconostoc skal kunne
gigre nytte av det.

. -
.

av
Manganmangel kan forekomme i melken om vintéren . 1 mg MnSOu

pr. 1 melk kan forsgkes i slike hgve. I blandingskulturer som

béde inneholder diacetilactis og Leuconostoc som aromadanner er
det gunstig med en viss mangantilsetning til melken forat ikke
diacetilactis skal dominere kulturen bdde tallmessig og i aroma-
gjzring. En far da som fgr nevnt en yoghurtliknende smak pd& kul-
turen som skyldes opphopning av acetaldehyd. Leuconostoc reduserer
innholdet av CH3CH0 og stimuleres ogsa i veksten av dette.

Melkens innhold av vekstfaktorer har sammenheng med féringen
av kua og variasjoner kan derfor forekomme gjennom sesongen.

wSesongvarlaSJOner i melkens substrategenskaper er da ogs&-registrert
b_;3:def—v&n%ePmeika‘uaa%tgvis—synes~a—egﬁe—seg—bes%rtt$~syreme%k I
aseptisk melket melk kunne imidlertid ikke Ritter (1949) finne noen
sesongvariasjon pd melkas substrategenskaper.

I forsgk med 17 stammer mesofile streptokokker kunne heller ikke
Auclair (1959) med sikkerhet pdvise sesongvariasjon, hverken pa
leverandgrmelk eller samlemelk. Eventuelle registrerte sesong-
variasjoner i melkens substrategenskaper mener han derfor mi
skrive seg fra stoffer som dannes av melkens mikroflora under

transport og lagring.

Det foreligger ogsd endel forsgk over lactasjonsstadium og melkens
substrategenskaper. Ritter (1949) fant at lactasjonsstadium,
ernazring o.l. miljg¢faktorer hadde varierende virkning pa melkens

Overby & Vigh-lLarsen, 1966. Investiga%lbns on the Manganese Content
of Milk and its Influence on the Starter. Den kgl. Veterinar-
og Landbohg¢jskole, 1966, side 101.

Ritter, 1949.Die disposition der Milch. Annuaime Agricole de
la Suisse, side 595.
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substrategenskaper alt etter hvilke testbakterier som ble nyttet.
Mastittmelk kunne for eksempel vise bdde vekstfremmende og vekst-
hemmende egenskaper alt etter art av infeksjon og i hvilken grad

mellén var omdannet.

De enkelte stammer av melkesyrebakterier opptrer svart forskjellig
pd de samme melkeprgver. Unormal melk, f.eks. sinamelk md en unngd

4 bruke til syremelk.

3.4.2.1.2. Hemningsstoffer.

I praksis kam det vere vanskelig & vite om ddrlige substrat-
egenskaper pd melk skyldes mangel p& vekstfaktorer eller om den
inneholder hemningsstoffer.

Visse hemningsstoffer uten at vi kan spesifisere dem narmere

forekommer relativt ofte i melk.

Wolin og Kosikowski (1958) fant at melk fra enkelte kyr ga klare
hemningssoner pad agarplater - tilsd&dd med B.subtilis. I slike til-
feller er det klart at en har med aktive hemningsstoffer & gjgre.
Dersom sm@ tilsetninger av suspekt melk til et pa forhdnd normalt
substrat, medfdrer dadrligere vekstbestingelser for kulturen, md
det skyldes hemningsstoffer. I praksis viser dette seg oftest ved
en langsom syrning i kulturen. Syredannelsen kan bli sd nedsatt

at melken ikke koagulerer selv etter lang inkubasjon. Vanske-
lighetene med syrningstreg melk er ikke bare begrenset til syre-
fremstillingen, men gjgr seg kanskje sterkest gjeldene i ystekaret.

Av hemningsstoffer har en i praksis en lang rekke som kan komme
pd tale. For & lette oversikten kan en her skille mellom:

a. Ne originzre hemningsstoffer som finnes i melken.

b. Stoffer som dannes av melkens mikroflora.

c. Hémningsstoffer som er tilf@grt melken.

Auclair, 1959. Symposium on Starter Cultures, Alnarp 1961.

Wolin & Kosikowski, 1958, Formation of bacterial inhibitory zones

in whey agar by raw milk. J.Dairy Seci. 41(1):3u,
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Melking ——= lagring —y transport —w» lagring -9 foredling

Hemnlngsstoffer som kan vere tilfgrt
melken pd forskjellig tidspunkt

Melkens opprinnelige hemningsstoffer

Hemningsstoffer produsert av
melkens enzymer og
mikroflora

Fig. 3.4.2.1.2. Kilder for vekshemmende stoffer i melk.

3.4.2.1.2.1. Melkens bakteriehemmende egenskaper.

I likhet med blod og andre kroppsvasker har melken bakteriehem-
mende egenskaper. Bakteriene kommer vanligvis ikke til utvikling
i juret, og nymelket melk er ikke noe godt substrat. Fersk melk
er darlig ystemelk. Szrlig har colostrum utpreget baktericide
egenskaper. En vet at de kvite blodlegemene i melken spiller en
aktiv rolle, men er ikke den eneste arsaken. En har ogsd andre
baktericide prinsipper, sd som bakteriolyserende

stoffer, oksydative enzymer etc.

De bakteriehemmende egenskaper varer lengst i aseptisk melket melk
og ndr melken oppbevares kald.

Noen av hemningsstoffene er termostabile mens andpe er termolabile.
Tidligere mente en f.eks. at vanlig lavpasteurisering var tllstrek-
kelig til & inaktivere melken originare innhold av lipase. Nyere
amerikanske og svenske undersgkelser viser imidlertid at termostabi-
liteten er st@grre enn hva man har trodd.
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Sjigstrgm (1960) varierte holdertiden fra 3-120 sek. og under-
sgkte hele temperaturomrddet oppover til 100°C, men fant ikke

i noe tilfelle null lipaseaktivitet. Umiddelbart etter past-
euriseringen fikk en riktignok lave verdier ved pasteuriserings-
temperaturer over 70°C, men etter et dggns henstand kom en liten
del av lipaseaktiviteten tilbake.

Vanlig pasteurisering md imidlertid stort sett betraktes som
tilstrekkelig for & ¢delegge melkens originare lipaser.

Av andre originare hemningsstoffer som en med sikkerhet kjenner
i melk er kanskje det av Jones og Simms (1930) funne Lactenin-

best kjent. Senere forskere har funnet at det her dreier seg om
flere forskjellige inhibitoriske stoffer. Ett pdvirker aggluti-
nering av fettkuler og bakterier, et annet har lactopercksydase-

liknende egenskaper.

Auclair, (1959) viste at hemningen hos melkesyrestreptc::-<ker
skyldtes agglutininet som ble ads8bert av de mottakelige stammer.
Bakterieklumpene som dannes vil i helmelk fglge med i flgte-
avsetningen. De ikke mottakelige stammer finnes derimot jevnt
fordelt i melka. I magermelk vil de agglutinin-gmfintlige stammer
agglutinere og sedimentere. Sedimentet bestdr av koagulert kasein
som omslutter bakteriene. Ved laboratorieforsgk har en demostrert
at agglutininet ikke viser hemningseffekt dersom melken koaguleres
med l¢gpe eller tilsettes agar.

Sig¢strgm, 1960. Fettspjldlkning i mjBlk och mejeriprodukter.
Nordisk Mejeri-Tidsskrift 26(3):38.

Jones & Simms, 1930. The bacterial growth inhibitor (Lactenin)
of milk. J.Exp.Med. 51:327.

Auclair & Portmann, 1959. Action inhibitrice des lactenines sur
les streptocoques lactiques des Levains de fromagerie.
15.int.Meierikongress 2:580.
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3.4.2.1.2.2. Hemningsstoffer produsert av melkens mikroflora.

Jo st@grre innholdet av mikroorganismer er i melken desto stgrre
er muligheten for & ha bakterier tilstede som kan produsere hemning

stoffer for syrningsorganismene.

Dersom fettkulemembraf ikke er skadd vil vanligvis melkens

normale lipaseinnhold ikke vare drsak til harsk smak, men med

et hggt innhold av lipolytiske mikroorganismer kan dette vare

et aktuelt problem, spesielt i den situasjon en har nd& med
mangegdrdstanker. Galt monterte reliseranlegg og litt hdrdhendt
ré¢ring gir straks utslag i melkens innhold av frie fettsyrer. Dette
kan lett bli s& hggt at det virker veksthemmende pd melkesyre-
streptokokkene.

En harsk melk vil gjerne komme i fgrste klasse i reduktaseprgven,

men vil vare flytende i gizrreduktaseprgven.

Hemningsstoffer produsert av melkens mikroflora er som regel
relativt termostabile. Selv om de bakteriene som har vart opphav
til disse hemningsstoffer blir tilintetgjort ved pasteurisering,

vil melken fremdeles vare et darlig substrat.

Et typisk eksempel pd et slikt termostabilt hemningsstoff er det
tidligere omtalte nisin (isolert av Mattick og Hirsch) som
produseres av sdkalte hemmende stammer av S.lactis og som er et
polypeptid med mol-vekt p& ca. 7000. Det erp meget giftig i ren
tilstand. Foruten & hemme melkesyrebakteriene, har det ogsi hgg
antibiotisk effekt overfor mange patogene mikrocrganismer.

Et annet hemningsetoff,diplokokksin produseres av enkelte S.
cremoris-stammer.

Det er ogsd vist (Cox & Whitehead) at visse colibakterier kan
produsere hemningsstoffer som er meget aktive overfor syrevekker-

organismer.

Mattick & Hirsch, 1947. Further observations on an inhibitory
substance (nicin) from lactic streptococci. Lancet 253:5.

Cox & Whitehead, 1931. The influence of other bacteria on the
production of acid by lactie streptococci in milk. J, Dairy Res.2:164
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3.4.2,1.2.3. Hemningsstoffer som kan tilfgres melken.

En betydelig stgdrre rolle i praksis spiller nok de forekomster

av antibiotika i melk som skriver seg fra dyr som har blitt
behandlet med denslags preparater i forbindelse med jurbetennelse.
I &rene etter den 2. verdenskrig har antibiotika som penieillin
aureomycin, chloromycetin, terramycin og andre blitt mer og mer

alminnelig nyttet i kampen mot jurbetennelsen.

Av disse stoffer er det forskjellige typer av penicillin som har
vert mest anvendt. Mikroorganismene i syrekulturen er svart f@l-
somme overfor slike antibiotika, og i de fgrste dagene etter
behandlingen kan melka inneholde disse stoffer i en mengde som
er tilstrekkelig til & stoppe syrningen helt. Melk fra dyr som er
behandlet med antibiotika bgr derfor holdes tilbake fra meieriene
3-4 dager etter siste behandling. :?.fr. detaljerte regler fastsatt
av Meieribrukets Sentralstyre.

De forskjellige syrevekker-organismene viser en noe forskjellig
fglsomhet overfor penicillin. Enkelte arter som S . thermophilus
hemmes ved sd lave konsentrasjoner som 0,02 mg/l. Vanligvis er S.
lactis litt mere resistent enn S. cremoris. Leuconostoc taler
vesentlig mer enn streptokokkene i blandingssyrevekkeren.

fglgende mikroorganismer, tabell 3.4.2.1.2.3. :
d{g;ﬁyﬂ" Penicillin merkbar mg/l av penicillin

éﬁ “I fglge I.von Timroth (1953) og Storgdrds (1962) er toleransen for

M hemning ved G
S. lactis 0,25-0,5 i.e./ml 0,15~-0,30
"  cremoris 0,10-0,25 - " - 0,06-0,15
" thermophilus 0,025-0,05- " = 0,015-0,03
"  faecalis 0,5-5,0 - " - 0,3-3,0
L. citrovorum 0,4-0,8 - " -
Lb.lactis 0,05-0,3 = " -~ (fullstendig effekt)
P. shermanii 0,1 - " - ‘

von Timroth 1953. Inverkan av penicillin p& Streptococcus
diacetilactis. Svenska Mejeritidningen 45(6).

Storgdrds, 1962. Detection of Penicillin and other Antibiotics
in milk. International Dairy Federation.Ann.Bull. ITI.
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Aureomycin. i konsentrasjoner fra 0,0005 til 0,001 mg/l melk
vil fullstendig stoppe produksjon av melkesyre og sia smd mengder
som 0,00005 til 0,0001 mg/l vil virke hemmende.

Antibiotika i meierimelk har etterhvert blitt et alvorlig problem
_ for meieriene. Melken fra ett eneste behandlet dyr i en buskap

kan vare tilstrekkelig til & ¢gdelegge syra dersom melken fra
denne buskapen nyttes til syremelk, og den kan skape store vansker
ved fremstilling av meieriprodukter hvor en god melﬁgggarlng er

essensiell.

Et faremoment av et annet slag representerer de forskjellige

moderne desinfeksjonsmidler som p.g.a. ukyndig bruk ute pad

gardene kan komme over i melken. Det er sarlig de kvartazre ammant-
umforbindelsene som en her tenker pa. Disse har fétt en viss ut-
bredelse i de seinere dr, og har ogsa blitt nyttet som desinfeksjons-

midler til melkeredskap.

De kvartzre ammenimforbindelsene er hypervirksomme mot mikro-

organismene i syrekulturen.

En har en rekke forskjellige typer av kvartazre ammoniumforbindelser
og ved innfgring av forskjellige grupper i molekylet kan en féa
varierende desinfeksjonseffekt.

Fig. 3.4.1.2.3.
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Ved en tilsetning pa bare 3 mg/l av typen alkyl-dimetyl-
benzyl-amoniumklorid i melk fds en tydelig hemning av syrningen.
Vanligvis vil en mengdePd 50 til 100 mg kvartzre ammoniumfor-
bindelser pr. liter melk vare tilstrekkelig til fullstendig &
stoppe syrningen. Toleransen for kvartazre ammoniumforbindelser lig-
ger mellom 1 og 10 mg/l, for ystemelk sannsynligvis pd 1 mg/l.
Dette viser at disse stoffene kan vare meget farlig for melkens
syrningsegenskaper og bgr derfor ikke nyttes som desinfeksjons-
midler for melkeredsakper pé& gdrdene.
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Klorforbindelsene, som hittil har vart de mest alminnelig anvendte
desinfeksjonsmidler\for melkeredskaper, er mindre farlig i ?é

mi3te da de blir inaktivert av organisk materiale og da sarlig

av melkeproteinet. En tilsetning av 5 % melk i en aktiv klor-
desinfeksjons-1gsning vil nedsette desinfeksjonseffekten med 10 %.
De kvartzre ammoniumforbindelsene er derimot relativt stabile i
melken og vil hemme melkesyreproduksjonen ndr de er tilstede i til-

strekkelig mengde.

3.4.2.1.3. Faktorer av betydning for valg av syremelk. - uwalddk Vieylae

an ol som

»

Vi vet at en god aromatisk syre er betinget av at syrekul%ﬁ%;ns
bakterier passer sammen og at en har det gnskede balanseforhold
mellom kulturens melkesyrestreptokokker og Leuconostoc, d.v.s.

at en har et gunstig forhold mellom disse to bakterietypers celle-
tall. Syredannelsen md derfor ikke foregd hurtigere enn at Leucono-
toc far en rimelig tid til vekst og utvikling. En tgrrstoffrik
melk vil derfor vare gunstigere som syremelk enn en tgrrstoff-
fattig, da den tgrrstoffrike melk inneholder mere bufferstoffer.

Jo mere bufferstoffer melken inneholder, desto mere meikesyre kan
dannes f¢r kulturens pH blir sa lav at veksten av Leuconostoc
opphgrer. Som syremelk foretrekkes tgrrstoffrik melk fremfor
tgrrstoff-fatlig, ogsa av den grunn at den tgrrstoffrike melk

gir et fastere koagel som har stgrre evne til & binde myse.

Den melk som skal nyttes til fremstilling av syrekulturer md
vere av meieriets beste. Syren lages vanligvis av helmelk, Hel-

\bmelk gir en syre med fyldigere smak, bedre konsistens og mindre
uuﬂl&' myseutskillelse enn skummet melk.(Da dessuten separatoren kan vare
0&;§§§:en mulig infeksjonskilde kan det vare en fordel & unngd skummingL)
o Enkelte meierier nytter samlemelk til syrelaging, men de fleste

foretrekker & velge ut syremelk blant sine beste leverandgrer,
enten fra en bestemt leverandgr eller bedre fra flere leverandgrer
med stgrre besetninger. I siste tilfelle skulle faren for abnorm
melk fra enkelt-dyr bli redusert. Valgmulighetene ved tankmelk-

leveranse er imidlertid minimal.

o budies gt o, eloS ydemm(;g SOM é//fi/l/ffiﬂﬂé
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P& meieriene m& en nytte lukt-og smaksprgven, reduktaseprgven og
gjzr-reduktaseprgven til & plukke ut den mest hensiktsmessige
melk til syrelaging, og en md& bare nytte den melken som viser et
godt resultat ved disse pr@¥vene.

%Hgmﬁﬂp‘&Lﬂﬁxdﬁwdwa\Q36‘QV$Qﬂ‘ Vi ~ noge .
Gjar-reduktaseprgven skal vise et jevnt homogent sammenlgpt koagel.
Denne prgven har dessuten sin betydning som hjelpemiddel til &
plukke ut melk som inneholder antibiotika og hemningsstoffer for
melkesyrebakteriene.

I tilslutning til de her nevnte prgver kan det ogsd vare gnskelig me:
andre prgver som kan gi opplysninger om melkens innhold av sporer
dannere, tgrrstoffinnhold og om den har et normalt innhold awv
.gitronsyre. Selv om sporedannere som overlever pasteuriseringen ikke
kommer til utvikling i syra, vil en eventuell tilstedevarelse av

dem kunne gi et bilde pd fjgshygienen. De bgr derfor ikke forekom~

me 1 syremelk.

$&%£7 Kravene til syremelken kan en sammenfatte som fglger:

1. Melken skal ha god, ren smak og lukt.

2. Melken md@ vise 1l.kl. i reduktaseprgven og ha et jevnt homogent
koagel i gjarreduktaseprgven. Dette viser at den er et egnet
substrat og ikke har gassproduserende og peptoniserende bakterier

3. Melken md vare fri for mikroorganismer som danner antibiotiske
substanser som hemmer melkesyrebakteriene.

4. Melken b¢gr vare fri for antibiotika som penicillin, aureomycin
og lignende stoffer som nyttes i kampen mot jurbetennelse.

5. Melken bgr vare fri for sporedannere.

6. Melken bgr vare tgrrstoffrik.

7. Melken mé& ha et normalt innhold av citronsyre og mangan.

.. . pulver

Flere og flere meierier bruker rekonstituert skummetmelk til syre-

melk bdde til modersyre og brukssyre. Det stilles da strenge krav

til skummetmelks-pulveret kvalitet sdvel som til det vannet pulveret
lgses opp i. (I denne forbindelse kan nevnes at substratfabrikken

Oxoid leverer skummetmelkpulver som garanteres ikke & inneholde

varmeresistente mikroorganismer, men dette pulveret er for dyrt for

praktisk bruk i meieriene).

Selv om metoden er arbeidskrevende har den fglgende uomtvistelige
fordel:
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Syrningsforstyrrelser som skyldes daglige variasjoner i syre-
melken blir eliminert.

Eventuelle uregelmessigheter i kulturens syrningsaktiviteter
md derfor skyldes selve syrningsorganismene. Kontrollen av
kulturen blir lettere.

Ved bruk av rekonstituert melk som syremelk mid en ved ny
pulverforsyning kjgre parallellprgver en uke sammen med det
gamle for & se om det er noen forskjell i pulverkvalitetet.

En md bare nytte rekonstituert melk som syremelk dersom en er
helt sikker pad at en har et fgrsteklasses vann.
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4. PRODUKSJONSUTSTYR 0G FREMSTILLING. <yrewoe §Of 2 dr  side

Fremstilling og vedlikehold av syrekulturer er en av de fundament—

fale produksjoner i meieriet og for 4 oppnd et godt resultat er der
helt ngdvendig & vise den st¢grste renslighet og ngyaktighet i
arbeidet. Syrelagingen bgr derfor ikke utfgres i all hast mellom
annet forefallende arbeid.

Bir winde€ %Wt\rﬁ oddoelt Bapeom 2in e (ot Ledi éUC:
Den beste miten & holde en syre vedlike pad gjennom et lengre tids-
rom er ved sdkalt delt syrelaging , d.v.s. at en har to adskilte
kulturer, en sdkalt modersyre og en brukssyre. Modersyren holdes
i sma enheter, ikke stort stgrre enn det som skal til for 4 pode
brukssyren. (P& store anlegg der behovet for brukssyre er stort kan
det dessuten vaere aktuelt 3 operere med en sdkalt mellomsyre for

A& unngd for store modersyre=-volum).

Fordelen ved dette systemet er at ved & holde modersyren 1 sma
enheter, er det langt lettere & unngd infeksjoner, bdde fordi

smd porsjoner er lettere & hé&ndtere og ved at sjansene for infek-
sjon, sarlig da faginfeksjon reduseres ndr modersyren holdes
adskilt fra brukssyren, helst i rom som ligger lengst mulig vekk
fra produksionsrommere -

En annen fordel ved delt syrelagning er at en kan holde flere
modersyrer gdende parallelt. Ved & holde flere syrer samtidig

er det lettere & bedgmme kvaliteten pd kulturen og en kan velge
den beste til poding av brukssyren.

Det kan ogsd vare aktuelt & nytte litt andre fremstillingsbeting-
elser for brukssyre enn for modersyren. Hensikten med modersyren
er & ha et mest mulig stabilt podemateriale over et langt tidsrom.

Brukssyren derimot er en engangsproduksjon. Her kan det f.eks. vare
mest om & gjgre & ha et podemateriale med st¢grst mulig syrnings-
aktivitet i bruksgyeblikket.

Stgrrelse og kvalitet péd modersyrebeholderne vil vare det fgrste
problem det ma tas standpunkt til i forbindelse med syrelagingen.
Modersyrebeholderen bgr ikke vare stdrre enn det som er ngdvendig
for poding av brukssyre og for gjennomfgring av kvalitetskontroll
pd kulturen. Dersom behovet for brukssyre er stort vil det som nevnt

vere aktuelt & nytte en sdkalt mellomsyre.
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Andre spesialarrangementer kan ogsd komme pa tale. Avhengig av om
det brukes mellomsyre eller ikke, vil det vare aktuelt & holde
modersyren i porsjoner fra ca. 1/2 1 og opp til 3-4 1. De fire-liters
rustfrie syresder er velkjent blant alle meierifolk og trenger

ingen nermere beskrivelse.

Alternativet til disse syresdene er glassflasker med skrupropp

(helst av varmebestandig glass), og det fds na ogsd flasker i plast

B

med et spesielt system for podning.

Fig. 4.1, Astell modersyrebeholdere og utstyr for poding.

Disse er varmebestandige og kan dykkes helt ned i varmemediet
under pasteuriseringen. De tdler imidlertid ikke autoklavering.

Glass er et indifferent materiale som ikke tilfgrer kulturen noen
ugnskete stoffer og har den fordel at en kan iakta innholdet. For

kontroll av kulturen er det en fordel & kunne se om koaglet er
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homogent sammenlgpt eller om det foreligger gassblazrer eller myse-
utskillelse.

Lukning av beholderen med skrupropp er ogsa en fordel med tanke
péd infeksjons-risikoen, men trang hals har den ulempe at det er
vanskelig & fi r¢grt ut koaglet.

Ved opprgring av koaglet fdr en et godt inntrykk av koaglets
kvalitet og det er lettere a4 foreta utpodningen. Dette gigres
lettest i de vanlige syresdene. Glass som materialet er ogs& noe

skjgrt til bruk ute i meieriene.

Modersyrebeholdere bgr vare forsynt med et merke slik at de

lett kan fylles med et kjent volum melk. Forgvrig md alle mdl,
¢ser, beholdere og rgrere lett kunne steriliseres i et dampskap
og alltid finnes i et tilstrekkelig antall. Skummeskjeen kan med
fordel slgyfes i utstyret da skumming av syra har liten verdi
sammenliknet med den ¢kning i infeksjonsrisiko en f&r. Alt bgr
legges tilrette for a4 gjgre infeksjonsfaren minst mulig.

For & unngd at syremelken skal bli infisert av den luften som
alltid suges inn i beholderen ndr syremelken avkjgles etter varme-
behandlingen, md dette utstyret plasseres i sarskilte rom, som Star
under overtrykk med filtrert ogsterilisert luft, (Ultrafiolett lys
eventuelt sterilfiltrert),

Bomullspropper kan brukes for & unngd slik infeksjon dersom

en nytter mindre glassbeholdere til modersyren, men i praksis er
slike propper neppe & anbefale da de lett blir gjennomfuktet
eventuelt med melk og virkningen blir illusorisk. Den beste lukning
pé& glassbeholdere er varmebestandige skrukapsler med god pakning.
Pakningen kan eventuelt vazre laget av neopren med henblikk pa
prgveuttak og podning med kanyle. Skrukapslene fir da gjerne ut-
forming som en ring 1lik lukningen p& "Norgesglass".

Uansett beholdertype bgr disse ikk%jg%%g¥%ﬁ$r enn 3/4-fulle for

4 hindre overkok. Plastbeholderne kanafylles praktisk talt fulle
da de blir hermetisk lukket og selve beholderen er fleksibel.
Spesialbeholdere i plast leveres i stgrrelsene 100, 500 og 1000 ml.

Figur 4.1.
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Dersom en velger 4 bruke beholdere av glass leveres det nd bl.a.
erlenmeyerkolber med skrupropplukning i de mest kurante stgrrelser.
Disse egner seg ogsad godt som syrebeholdere.

Hovedelementene i fremstillingsteknikken er karakterisert ved:

1. Syremelkens pasteurisering. (Substrat-behandling).
2. Podning.

3. Inkubasjon.

4, Kjgling og oppbevaring.

Fgrst skal vi se 1litt pd det utstyr som nyttes i forbindelse med

disse prosessene.
4.1. Modersyre.

4.1.1. Tilberedning og varmebehandling av syremelken. Utstyr og

praksis.
Den viktigste substratbehandlingen er her pasteuriseringen. Ved bruk

av tgrrmelk vil dessuten rekonstitueringen av melken vere et viktig

arbeid.
Dersom rekonstituert melk bare skal nyttes til modersyre kan man med

fordel nytte en sdkalt "jernku" for & f4 en god bearbeidning av lgs-
ningen, men for rekonstituering av stgrre mengder (brukssyremelk)

nyttes gjerne et resirkulerings-anlegg som vist pd figur 4.1.1.

Blanding til kar
-
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i \
! \ pulver
Vann ' gl o T
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Kran Kran | Pumpe
=y //
I —_—

Fig. 4.1.1. Innretning til rekonstituering av tgrrmelk. (Etter
Oterholm & Aae 1973. X. Nord.Mei.tekn. Kong.)
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Det skulle vare ungdvendig a papeke viktigheten av & gjgre dette
arbeidet omhyggelig.

Vanligvis nyttes ingen tilsetninger til syremelken, men mangan
i form av mangansulfat kan brukes for & stimulere Leuconostoc.

Varmebehandlingen av syremelken er essensiell.

Syremelkens varmebehandling kan enten utfrfwes ved autoklavering
eller ved pasteurisering i strgmmende vanndamp, Det siste er langt
det vanligste for kombinerte syrevekkere d.v.s. aromatiske

kulturer.

Sterilisering i autoklav fgrer til at melken f&r brun farge, kokt
smak og gir et blgtt koagel. Kokt smak vil vanskeliggjgre bedgm-
melsen av kulturens smak og aroma og titrering blir ogsa vanskelig
p.g.a. egenfargen. Autoklavering blir derfor ikke mye nyttet ved
fremstilling av modersyre i smgr-produksjonen, men sterilisering

i autoklav fgrer til ¢deleggelse av alle mikroorganismer og blir
derfor ofte brukt ved fremstilling av spesialsyre som skal nyttes
i osteproduksjonen. Melken ma& ikke autoklaveres sterkere enn at
den bare sdvidt fér en antydning til brunfarge.

4,1.1.1. Autoklavering.

Den enkleste autoklaven en har i praksis er den vanlige trykk-kokert
som kan settes direkte pd en elektrisk kokeplate eller gassbluss.
Plassen i slike beholdere er sterkt begrenset selv om det ogsa
finnes relativt store trykk-kokere i handelen, egentlig beregnet

pa store anstalthusholdninger. (Rustfrie trykk-kokere p& 8 1 har
vart endel brukt for tilberedning av substrat for propionsyre-
kulturer ute pd meieriene. En har da nyttet selve trykk-kokeren
direkte som syrebeholder).

P4 meierier der en har adgang til trykk-damp vil en enklest og
best kunne koble autoklaven til dampnettet via en god reduksjons-

ventil.
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P& meierier med brunostgryte (LT-Gryta) kan denne ogsd anvendes
som autoklav. (Alt utstyr for varmebehandling av modersyremelk
bgr imidlertid helst vare plassert i separat syrningsrom).

Ved sterilisering i autoklav har en vanligvis ingen mulighet til
3 kontrollere temperaturforlgpet direkte i mediet under auto-
klavering. En md@ her huske pa at jo stgrre enkeltporsjoner som
settes inn desto lengre tid tar det & fa bragt temperaturen i
porsjonen opp til den gnskete verdi, og det samme gjelder for

nedkjglingen.

Autoklavens fyllingsgrad virker ogsd inn pad hvor raskt trykket
og dermed temperaturen i denne gér opp til ¢gnsket niva. Nar
temperaturen i autoklaven har kommet opp til det den er innstilt
pd, md en alt etter porsjonenes stgrrelse kalkulere med et er-

faringsmessig tillegg i steriliseringstid.

Temperaturkurven i varierende porsjoner av forskjellige media
(viskositeten virker inn) kan tas opp ved hjelp av termoelementer.

4,1.1.2. Kokende vannbad.

Den enkleste mdten & pasteurisere modersyremelken pd er med strgm-
mende vanndamp eller kokende vannbad. Bare eveqﬁgs&le sporedannere
vil kunne overleve denne varmebehandlingen, men de fdr ingen utvik-
lingsbetingelser i det sure miljget i melkesyrekulturen.

Til modersyremelk skal en ha en egen dampsterilisator med plass
for eventuell mellomsyre. Denne skal ikke std i1 meierilokalene,

,men plasseres i separate syrningsrom.

Dampsterilisatoren bgr utstyres med indirekte oppvarming av vannet,
d.v.s. lede dampen inn gjennom en rgrslgyfe i bunnen pd beholderen
med kondenspotte pd utlgpet, dette for a4 unngd det brdket en far
hvis dampen ledes direkte inn i varmemediet i kokeren.

Vann-nivdet i kokeren m& kunne reguleres ved et regulerbart over-
flomsr¢gr og dette overflomsrgret m& ha stor nok dimensjon til &
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ta umna det kjglevannet en nytter etter pasteuriseringen.
Ventilen for kaldtvannstilfgrsel og avlgpsrgr bgr avpasses i
forhold til hverandre.

Syrekokeren bgr ha en bunnventil slik at varmemediet raskt kan
skiftes ut, fgrst og fremst for renholdet, men ogsd for & kunne
foreta en raskere nedkjglimg etter pasteuriseringen. Melken bgr
kjgles sd hurtig som mulig til podningstemperatur, hvis den skal
podes straks. I tilfelle podningen ikke kan foretas med det
samme bgr melken kjgles s& langt ned mot ~°C som mulig, og sé&
varmes opp til podningstemperatur umiddelbart fgr podningen.

Lokket pd syrekokeren bgr bue oppover og ha en fals som gér ned
péd innersiden av veggene, dette for & unngd at kondens renner
red pd utsiden. Noen kokere har ogsd innlagt kaldt vann i falsen
mot lokket og en unngdr da at det damper av kokeren ndr lokket

er pd.

Kontroll av pasteuriseringstemperatur, podnings-og inkubasjons-
temperatur utfgres best ved & pasteurisere, kjgle og inkubere

en beholder med vann sammen med moderkulturene. Denne bgr vare av
sarme type som kulturbeholderen og forsynes med termometer og
fylles med samme vaskemengde som kulturbeholderne.

4.1.2. Effekter av syremelkens varmebehandling.

Varmebehandlingen, d.v.s. pasteuriseringen av syremelken gjgres
fgrst og fremst for a) & gdelegge stgrstedelen av de mikroorgan-
ismene som melken inneholder i r& tilstand, men samtidig b)
virker varmebehandlingen inn p& melkens substrategenskaper slik
at den blir et bedre medium for syrningsorganismene.

c)For det tredje virker varmebehandlingen inn p& konsistensen til
syrekulturen.

Melkens varmebehandling gir utpreget effekt p& dens substrat-
egenskaper. Etter den aktuelle temperatur og tid av varmebehandling
opptrer det etter hverandre stimulerings-og hemningseffekter.
Effektene er ikke de samme for forskjellige mikroorganismer,
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sd arsaksforholdet er ofte vanskelig & danne seg bilde av. En
forbedring 1 melkens substrat-egenskaper kan f.eks. komme av
a) dannelse av vekststimulerende stoffer

b) gdeleggelse av hemningsstoffer

c¢) begge deler.

Det siste er vel det som aktuelt skjer. Det omvendte forhold kan
da vare skyld i at enkelte intervaller i varmebehandlingen virker

mindre gunstige p& substrategenskapene.

Vi vet at varmebehandlingen av melken forbedrer dens substrat-

3 egenskaper p.g.a. en reduksjon av termolabile hemningsstoffer.
Varmebehandlingen driver videre ut oksygen og danner cystein med
senking av melkens redokspotensial til et nivd som er gunstig for
melkesyrebakterienes vekst samtidig som det skjer en denaturering

av_serumproteinene (mer vannbindende koagel).

De forskjellige intervaller i substrategenskaper som melken
gjennomgar ved varmebehandlingen kan simuleres ved tilsetninger
av varmebehandlet myse (denat.serumproteiner), protein-spaltings-

produkter som cystein eller andre stoffer med SH-grupper.

Frigjdring av SH-grupper virker positivt, mens dannelsen av sulfider

har toksisk virkning oe reduserer den positive virkning av varme-

behandlingen i noen grad.

Syrningsevnen hos Lb.lactis er vist i figur 4.1.2.1. i blandinger

av henholdsvis rd og pasteurisert melk og pasteurisert og auto-
klavert melk.

For 4 oppnd en fullstendig gdeleggelse av melkens naturlige

bakteriecide effekt md@ en pasteurisere til minst 75°C i 30 min.
ifglge Orla-Jensen. Denne varmebehandling er imidlertid ikke-til—
strekkelig til 4 drepe de ugnskede mikroorganismer i syremelken.
Orla-Jensen fant at melken minst m&tte varmes til 80°C i 30 min.

for 4 ¢gdelegge de ugnskede termotolerante melkesyrebakterier.

Melkens varmebehandling har en tydelig virkning p& syrekoaglets
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fasthet og konsistens, og pa koaglets tendens til & skille ut myse.

Lav pasteuriserings-temperatur betinger et 1gst koagel som lett

utskiller myse. Koaglets fasthet og mysebindingsevne ¢ker innen vis-

se grenser med pasteuriseringstemperaturen. Kosikowsky og Brueckner
(1941) fant at en oppnadde det beste koaglet med minst tendens til
myseutskillelse ndr en pasteuriserte melken ved 86°C i 30 min. 3ﬁﬁ£
Pasteurisering til 93-95°C i 30 min. fgrte til 1itt stdgrre tendens

til myseutskillelse, men koaglets fasthet var omtrent som ved

pasteurisering til 86°C i 30 min.

Storgdrds 1964 har undersgkt varmebehandlingens betydning for
viskositeten pd den ferdige kultur og hvordan denne har sammenheng

med felling av sersumproteinene, figur 4.1.2.2.

Mg N per 100 g serum
100 cﬁ‘““-ﬁo
a Lgsel .
1g
N
75
—C
50
25
Upasteurisert .
60 65 70 75 g0 95

Pasteuriseringstemperatur C i 30 minutter

Fig. 4.1.2.2. Etter Storgdrds, 1964. Heat treatment of milk prior
to the addition of cultures. I.D.F. Ann.Bull.III,s.65.

Kosikowsky & Brueckner, 1941. Arstudy of factors: influencing the
quality of cultured skim milk or buttermilk. Milk Dealer 30(11):36.
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Storg&rds fant at for yoghurt og kultgrmelk var den beste o
konsistens~-messige varmebehandllng 85 i 15 min, eller 80°C 1

30 min. Samme resultat ble oppnddd i plateapparat ved 90-95 °c
med 2 min. holderceller.

Konsistensen av modersyrekulturen spiller mindre rolle som kvalitets-
egenskap sammenliknet med de sure konsum-produkter. Varmebehandlingen
md garantere en tilfredsstillende mikrobiologisk kvalitet pd syre-

melken og pasteurisering av melken i 30 min. ved 90°C er det vanlige.

Pasteurisering av melken i strgmmende vanndamp eller i kokende
vannbad fra 30 min. til 1 time eller sterilisering i autoklav i

20 min. vil betinge et relativt bl¢gtt koagel med tendens til myse-
utskillelse.

4.1.3.Poding og inkubasjon. Utstyr og praksis.

N&r modersyrebeholderne er smd, f.eks. flasker med skrupropp, skjer
ompodningen eller forplatingen best med pipetter av passende stgr-
relse. Ordinzre pipetter er vanligvis for trange i spissen til en
sd viskgs vaske. Man kan derfor med fordel lage seg pipetter av
pyrex-rgr av passende tykkelse (4-5 mm @ innvendig). Disse sterili-~
seres p& vanlig mdte i tgrrluftssterilisator enten innpakket i
silkepair eller helst oppbevart i glass eller metallsylinder.

Faren for infeksjon er redusert til et minimum ved bruk av pipetter,
podematerialet kan tas ut fra midten av kulturen og podemengden er

lett & kontrollere.

Det er viktig atr arbeidet med forplantingen skjer raskt og sikkert.
Jo kortere tid kulturen og substratet avdekkes desto mindre sjanse
er det for luftinfeksjon. Ved ompoding av litt stgrre mengde moder-
syre (dgvanlige 3-4 1 syresder) er de vanlige at podningen skjer
ved a o@erf¢re rgreren til den nye melka etter at gelet er rgrt

ocpp.

Enklere og raskere kan neppe podingen skje selv om podemengden
kanskje kan variere noe ved denne framgangsmite.



76

En helt infeksjons-sikker forplanting av modersyra kan en f& ved

4 nytte det spesielle podeutstyr som leveres i forbindelse med
modersyrebeholdere i plast. (Se figur 4). Her nyttes en steril
dobbel-kanyle forbundet ved en liten hane. Den ene kanylen stikkes
inn gjennom gummi-menbranet til flasken med moderkultur, den

andre pd tilsvarende mite i flasken med syremelka. Hanen dpnes og
podematerialet fg¢gres over ved & klemme p& modersyreflasken. Pode-
mengden her kontrolleres pd grunnlag av drdpetelling.

Etter podning b¢r melken rdres forsiktig om for 3 fordele
syrningsorganismene jevnt gjennom hele melkevolumet. Unnlater en
4 rgre om far en et klumpet og ujevnt sammenlgpt koagel.

Ved podingen md en ta alle forholdsregler for & unngd infeksjon.

Inkubasjonsutstyret for modersyre skal vare plassert 1 et
separat syrningsrom. Ofte er selve syrekokeren for modersyre
utfgrt som en kombinert sterilisator og inkubatcr Modersyra blir
i safall inkubert i vannbad der det er montert et termostatstyrt

elektrisk varmeelement.

Vannbadet har st¢grre treghet enn en tgrr-termostat og varmeover-
gangen er stgrre fra vaske til gods enn fra luft til gods.
Inkubatoren kan da ogsd med fordel nyttes til nedkjgling av den
ferdig-syrnede kultur.

Tgrrinkubatorer er imidlertid helt tilfredsstillende dersom en
pdser at det godset som settes inn har riktig temperatur ved
innsettelsen. Innstilling av syrningstemperaturen mi alltid gigres
i vannbad, enten inkuberingen skjer i luft eller pd annen mdte.

Det md settes de strengeste krav til inkubatorens termoregulering
szrlig da for modersyrens vedkommende. Ofte ser en at samme
inkubator nyttes bdde til modersyre og brukssyre og kravene til
termostaten blir de samme. Modersyre og brukssyre bgr imidlertid

holdes adskilt. En god inkubator skal ha jevn temperatur-fordeling

innvendig. I stgrre inkubatorer (for brukssyre) kan det derfor
komme p& tale & montere inn° liten vifte, Temperaturen kan enten
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styres av et godt kontakt-termometer med relé til skapets varme-
elementer eller det kan brukes termiske brytere direkte koplet

pa varmeelementet.Ngyaktigheten vil sannsynligvis vare stgrst

for fgrstnevnte prinsipp, men det er her en hel del utmerket utstyr

4 velge mellom.

De fleste inkubatorer er imidlertid bare utstyrt med varmeelement
for kompensering av varmetap. Dette innebzrer at termostaten ma
plasseres i et rom som har lavere temperatur enn det inkubasjons-
temperaturen er innstilt pd. Om sommeren kan dette skape visse
problemer enkelte steder. Disse vanskelighetene kan avhjelpes med
& bygge inn en liten kobberspiral som en kan sirkulere kaldt vann
gjennom i den varmeste tiden om sommeren. Det m& da pasees at en
ikke tilfgrer mer kulde enn hva termostatens element greier &

kompensere.

Inkubasjonstemperaturen méd kontrolleres ngye. Dette gigres best ved
d& plassere et termometer i en flaske med klorvann eller sprit i
termostaten. For & unngd fordampning bores et hull i proppen som
ngyaktig tilpasses termometeret. Termometerkulen plasseres nede i
vannet og temperaturen avleses uten & fjerne flasken fra termostaten.
. En bgr
gigre det til regel & avlese temperaturen ndr en setter kulturen
inn i termostaten og ndr den tas ut for kjgling. Det lar seg ikke
gidre & bestemme middeltemperaturen i inkubatoren ved bare &
Plassere et termometer pad hyllen i termostaten. Termometeret vil
vise for hgg temperatur hvis varmeelementet har vart pd like fgr
avlesningen finner sted. Det vil bare vise rett (innstilt) temperatur
om avlesningen skjer like fgr varmeelementet kobles inn. Fluktuasjche
her vil avhenge av hvor zodt varmeelementets kapasitet er til-~
passet inkubatorens varmetap til omgivelsene.

Skrivere for automatisk registrering av temperaturforlgpet
kan med fordel nyttes til kontroll av inkubatortemperaturen, men
dette er kostbart utstyr.

De mest avanserte inkubatorer er ogsd utstyrt med programmert
styring av temperaturen , slik at man under syrningsperioden kan
fad en gradevis senking av temperaturen og automatisk nedkjgling
av moden kultur. (Viskubator,Dinkubator).
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For & f4 et homogent og jevnt sammenlgpt koagel med god myse-
bindingsevne er det viktig at melken fdr std i ro under syrnings-
tiden. Spesielt viktig er det at melken er i ro i koagulasjons-
¢yeblikket. Bare sm& forstyrrelser kan da fordrsake et ujevnt
sammenlgpt koagel og syremelken blir klumpet og har lett for &
skille ut myse.

4.1.4, Effekter av poding og inkubasjon.

I det ¢gyeblikket kulturen skal podes vil melkens syrningsanlegg
og kulturens aktivitet vare gitt.

Avgigrende for kulturens kvalitetsegenskaper blir nd de tre
faktorene:

a) podemengde

b) inkubasjonstemperatur

¢) inkubasjonstid.

Dette er sa& & si frie variable som kan varieres innen visse
grenser, men en ma vare klar over at det her gjelder & komme
frem til optimale syrningsbetingelser og mest mulig standardisere
disse m.h.t. forplanting og syrning. Inkubasjonstemperaturen

har lite slingringsmonn for den enkelte kultur.

Sm& endringer i temperaturen kan fordrsake relativt stor- effekt

i en blandingskultur. For de fleste kulturer synes den optimale
syrningstemperatur 4 ligge i omraddet 21-22°C. I dette temperatur-
omrddet f&r man det beste balanseforholdet mellom Leuconostoc og
S. lactis/cremoris/diacetilactis. Men det er vist at en noe lavere
temperatur bgr nyttes for enkelte kulturer. (Flora Danica spesial-
kultur for ysting, 18 timer 18°C). Blir temperaturen for lav vil
vekstforholdene for melkesyrebakteriene bli didrligere og
Leuconostoc vil szrlig bli hemmet i sin utvikling. Fglgen er'en
kultur med langsom vekst cg syrning, og den blir lite livskraftig.
Dessuten far en et 1lgst koagel som lett utskiller myse. Koaguleringen
skjer fdrst ved relativt hgg surhetsgrad pad grunn av den lave
temperaturen.
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Eventuelle psykrofile organismer som mdtte forekomme i syremelka
vil ogsd kunne fa& bedre utviklingsbetingelser.

Bruker man hggere inkubasjonstemperatur enn 22°C vil man i L og
DL kulturer favorisere veksten i lactis-gruppen pd bekostning av
Leuconostoc. Selv om optimumstemperaturen for denne kan ligge
nzrmere 25°C enn 21°C vil den mer robuste S.lactisgruppen fa alt-
for gode betingelser, kulturen blir for fort sur, den koagulerer
ved relativt lav surhetsgrad p.g.a. temperaturen og man far et
seigere koagel som er vanskeligere & rgre ut. Syra blir sur og
aromalgs. Eventuelle termofile organismer som mdtte forekomme i
syremelka vil ogsd fa bedre utviklingsbetingelser.

Det er derfor meget viktig at inkubasjonstemperaturen holdes mest
mulig konstant i det optimale omrdde for den aktuelle kultur.
Enkelte syrevekkerlaboratorier anbefaler imidlertid at syrningen
starter opp p& en relativt hgg temperatur (21-25°C). Etter hdgst
4-6 timer senkes sd temperaturen til 18-21°C med ytterlig 3-5
graders temperatursenkning i lgpet av inkubasjonsperioden. En slik
praksis kan neppe anbefales uten at man har helautomatiske '
inkubatorer og det foreligger heller ikke publiserte forsgksresul-
tater som viser at en slik framgangsmate er fordelaktig.

Dersom man vil pdvirke syrningen i en blandingskultur, i en eller
annen retning, bgr en helst ikke bruke temperaturen som justerings-
faktor, men heller variere syrningstiden og podemengden.

Disse to faktorer henger ngye sammen, idet svak poding krever
lang syrningstid og omvendt. Det er derfor naturlig & behandle
poding og inkubasjon under ett.

Disse faktorene md& avstemmes slik at vi etter endt inkubasjon har
fatt en kultur som er hgvelig utvokst d.v.s. som er bdde aktiv,
livskraftig og i riktig balanse. For & kunne fastlegge de optimale
syrningsforhold for kulturen bgr en kjenne til dens vekstkurve
d.v.s. pd et hvert tidpunkt i kulturens utvikling vite celletallet
og helst ogsé& forholdet mellom de forskjellige grupper. ‘
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Dette lar seg ikke s&@ enkelt bestemme i praksis, men en vet s&
noenlunde hvordan syrningskurven korresponderer med vekstkurven i en
normal blandingskultur.A f@glge kulturen med titreringer gjennom
syrningsfasen lar seg ogsd enkelt gjgre.

P4 figur 4.1.4.1. er vist hvordan en syrningskurve korresponderer
med en vekstkurve av en vanlig blandingskultur inkubert ved
21% og 1 % poding. Vekstkurven har fire hovedfaser, nemlig n¢le-

fasen, vekstfasen, den stasjonare fasen og dgdsfasen.

I praksis er en interessert i 4 f& kulturen raskest mulig i vekst
og gizring, d.v.s. gjdre nglefasen kortest mulig enten det né
dreier seg om modersyre, brukssyre eller i ystekaret.

4&y*&£_ WMN&“%Q- . . .
Det oppndr en dersom en poder med bakterier som befinner seg 1 den

vekst og deling og fortsetter med det dersom miljget de forplantes
i er normalt. En kultur som stadig ompodes fra den logaritmiske
vekstfasen har imidlertid vist seg & vare lite livskraftig.

Cellene i den mest aktive vekstfasen er svart sensible og har lett
for & bukke under. Fag-angrep f.eks. foregdr lettest i denne fasenioﬁ
Kulturen md fd vokse ut slik at cellene kommer over i en kviletii-

har det beste podemateriale, d.v.s. celler som biade er aktive og liv

kraftige. Inkuberes kulturen s& lenge at den kommer over i dgdsfasen
taper den igjen sterkt i aktivitet. Det er derfor svart viktig at
kulturen kjdles ned péd det riktige tidspunkt.

Sammenlikner vi syrningskurven med vekstkurven ser vi at syrningen
begynner & skyte fart fgrst 5-6 timer etter at veksten har kommet
godt igang. Den stasjonare perioden inntrer ca. 15 timer etter poding

og varer i ca. 8 timer,til ca. 23 timer etter poding. I dette tids-
rommet har syriingskurven steget fra ca. 25 til 43°sH. Kulturen
koagulerer fgrst ved ca. 29° SH og dette tgr vel vare den lavest
surhet som bgr brukes selv til ysting. I er L-syrevekker har eitrat-
forgjaringen knapt kommet skikkelig igang p& dette tidspunktet,

mens citronsyren akkurat er oppbrukt og diacetylinnholdet pé& sitt
hdgste i en D/DL-syrevekker.



82

En m3d imidlertid huske pa.at en ogsd til ysting av-teksturerte
oster vil vaere interessert { et balansert innhold av citronsyre-
forgjaring i kulturen. Som den mest kravfulle organisme i kulturen,
ma en regne med at Leuconostoc, prosentvis vil utgjgre et stgrre
antall av cellene i kulturen etter hvert som lactis/cremorisgruppen
legger miljgdet til rette for disse. Selv om deling og vekst stopper
opp_etter hvert pa grunn av melkesyrekonsentrasjonen, fortsetter

og stimuleres citratforgjzringen. Leuconostoc-cellene selv tdler

o

melkesyre bedre enn lactis-cremorisgruppen gjgr det. For & fa

et podemateriale som ogsa inneholder et tilstrekkelig antall livs-
kraftige Leuconostoc-celler bgr man antakelig ogsd@ for ystingsfor-
mdal syrne kulturen til en SH opp mot den gvre grense, dersom man
har erfaring for at dette ikke gar ut over kulturens aktivitet. En
vil da ogsa f& en kultur med bedre smak og aroma og et koagel med
vesentlig bedre mysebindingsevne. Ved & kjgle kulturen ned til
2-3°%C i begynnelsen eller 1litt f¢gr den stasjonzre vekstfasen
inntrer vil denne del av vekstfasen bli forlenget og kulturens
aktivitet som podemateriale vil bli sterkt forbedret. Kjglingens
betydning for surhetsgraden og aktiviteten er vist skjematisk

i figur 4.1.4.2.

I praksis nyttes det vanligvis syrningstider fra 1% til 20 timer
for L og DL-syrevekkere.

Ved ekstra hgg podeprosent kan syrningstiden kortes ned til mellom
7-9 timer. Dette kan vare gunstig for kulturens aktivitet dersom
den skal nyttes til ysting, men det vil gd ut over kulturens innhold

av Leuconostoc. Med sa kort syrningstid vil det selv med ekstremt

sterk podning bIli vanskellg a4 oppna en surhetsgrad P& mer enn ca.
30°SH. Ved konstant & syrne til lave surhetsgrader har man erfaring
for at kulturen taper i livskraft. En vil derfor ikke anbefale

den korte syrningsmetoden i praksis. Da man ogsd& gjerne vil ha en

syrningstid som er praktisk i relasjon til den normale arbeidsdag

o

vil _podemengden vare den faktoren som det er naturlig & benytte

seg;av for & innstille en ¢gnsket surhetsgrad etter en bestemt

1nkubasgonst1d Podemengden har ogsa relativt liten virkning pa

kulturens endelige surhetsgrad, slik at man her kan tillate seg
& gjgre forholdsvis store endringer i forplantmingsprosenten.
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I praksis kan en regne med ca. 1 times forsKjell
i syrningstid ved dobling, respektivt halvering av podemengden
(teoretisk forskjell 30 min.).

°SH inkubert ved 211 °C

Figur 4.1.4.3. Podeprosentens effekt pd syredannelsen.

Normalt vil det vere aktuelt & variere podemengden mellom 1/2 og

2 %. Dersom kulturen er lite aktiv eller en har syretreg melk vil

det vere betryggende 4 nytte en relativt stor podemengde i det en ved
3 overfdre et stgrre antall celler ogsa har et stgrre utvalg av
livskraftige celler som kan utvikle seg.

4,1.5. Lagring av kulturer pa meieriene.

Helligdager og innskrenket arbeidsuke er forhold som vanskeliggj¢r
en kontinuerlig daglig ompodning av kulturene. Det kan ogsa vare
tale om kortere eller lengre drifts-stans ved anlegget som gj@gr spgrs-

mdlet om bevaring av kulturen pd beste mdte uten ompodning, aktuelt.
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Lindgren og Swartling (1960) har undersgkt en rekke alternatiVe
forvaringsmiater for syrekulturer bide med hensyn til & lagre
kulturene over lengre tidsrom og med hensyn til & belyse spgrsmilet:
om daglig ompodning av kulturene er ngdvendig for & opprettholde
svrningsaktiviteten.i dem.

For fem forskjellige blandingskulturer ble aktiviteten undersgkt
etter 2, 4 og 6 dggn. Det var fem forskjellige lagringsbetingelser.
Aktiviteten ble bestemt som syregrad (°Th) etter 7 timer med 1 %
podning ved 25°C. Resultatet er vist i tabell 4.1.5.1.:

Lagringsmite Lagringstid
- 2 dggn 4 dggn 8 dggn
1 42 13 fu 15 41 |2 i3 {u §5 §1 12 i3 iy Is
Som nypodet ved 5°C 42135 4115243814734 138153140 Iu8 {36 |uufus 42
" nykoagulert ved SOC L5 §381481531Lut25(26138[u99136117i16132§38 35
" moden (24 t.)" 5°C{22[30]36]u1 37z16 17 {25 {20122 |- - {- |-
i " " 20% 20 23126126 27;17 17 116316116 ‘ ,
" nypodet "+18°Cjug |32 {usius }39qus |39 Jue jua]3s js0 37 uzlu2 136
] i

Resultatene for de forskjellige kulturer er noksé& entydige. En ser

at om en ikke vil fryse kulturene, gir lagring av nypodet kultur

ved vanlig kjgleromstemperatur (maks. + 5°C) i opptil en uke ingen
merkbar tap av syrningsaktiviteten. Dersom en nytter denne metoden vil
sdledes ikke daglig omﬁging av kulturene vare absolutt ngdvendig.

En md bare passe pd & varme opp den lagrede kulturen til syrnings-
temperature dagen fgr den skal brukes og deretter inkubere p& vanlig
mdte. Ved bruk av moderne syrningsutstyr kan dette programmeres inn
pd forhdnd s& det skjer automatisk. Metoden er like aktuell for moder-
syre som for bruks-syre, eventuelt ogsd for kjerneflgte.

Lindgren & Swartling, 1960. Forvaring av syrningskultur.
S.M.R. meddelande nr. 61.

Swartling & Lindgren, 1960. Miste syran skBtas varje dag ?
Sv. Mej.tidn. 52 : 631.
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Forvaring av kulturer over lengre tidsrom vil bare vare aktuell
for modersyre. Det kan her f.eks. vare tale: om & konservere en
eller flere kulturer man er spesielt godt forngyd med, slik at

man har en reserve dersom noe galt skulle skje.

Lindgren og Swarling undersgkte her 6 forskjellige lagringsmdter
for 6 kulturer og undersgkte aktiviteten etter 2 1/2 og 5 mineders
lagring. resultatet er vist i tabell 4.,1.5.2.:

Syrningsaktivitet (°Th) etter lagring i:

Lagring: 2 _1/2 maned 5 mdneder

Lagringsmite Kultur: | 1 ]2 13 ju {5 |6 11 |2 |3 4 |5 |6 |

" 4 i i |

" N H H H !
frosset nypodet 62 47 {uy 54143 38;1-}*4?50'52 57({u45!54

" etter 6 t. inkub. | 61} 48{u0 53‘42 L3)J45)63|49]61|45[55

frysetgrret 56} 524115339 ju2{lu7 {64 4437 {uu|52
P& krittmelk v. 5°C
etter 2 t. inkub. 60| 30{39)36{u0 |32
pd stivelsesbuljong v.5°C
etter 24 t. inkub. | 56} 431u2|50|18(20{50|50|50(37|20{22
utstrgket pd skri-
agar, dekket med olje 56; 34 20|~ {40 |u5fi~ |15]16{- |u6{18
Aktivitet ved start: 39/ 50({u46(50!35(54

Aktivitet etter daglig cmpoding 3957 {48 4814440

Forsgket viser neppe noen statistisk sikker fotskjell p& de tre
fgrste lagringsmater, men den fgrste av disse er uten tvil den
metode som er mest hensiktsmessig & utfgre i praksis. Hverken
syrningsaktiviteten eller evnen til aromadannelse var svekket hos
noen av de undersgkte kulturer ved denne oppbevaringsmate. P;%

bruk md@ da kulturen tines dpp og inkuberes pd vanlig m3te. De fleste
kommersielle kulturer blir idag ogsd levert som frysetgrret materi-
ale. Det kan derfor anbefales at meieriene holder et regervelager av
slike frysetgrrede kulturer. For stedegne kulturer vil ¢ anbe-

fale nedfrysing av nypodet kultur. Disse bgr fornyes 2-3 _anger

i dret.
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4.2. Brukssyre. Utstyr og praksis.

Alt etter behovet for brukssyre fremstilles denne pd beholdere
av varierende stgrrelse, fra relativt smd sder eller spann til
store tanker, utstyrt med automatikk bdde for pasteurisering

og inkubasjon. Til fremstilling av syre i stgrre skala vil
syrningstanker av rustfritt stdl vare & foretrekke, og det
finnes i dag gode konstruksjoner av syrningstanker.I tilfelle
en nytter spesielle syrningstanker foregdr inkubering av syren
i tanken, som derfor md utfgres slik at inkubasjonstemperaturen
kan holdes konstant.

En md stille det krav til slike tanker at de har:

a) betryggende lukningsanordning og ellers tilfredsstiller alle
hygieniske krav,

b) effektivt rgrverk (tilstrekkelig varme/kjgleskapasitet),

c¢) pdlitelig termoregulering og automatikk forgvrig

Pasteurisering og kj¢ling i forbindelse med bruk av tanker kan skje
i plateapparater. I tanker kan enten omrgringen skje med mekanisk

rgreverk eller ved pumping.

Da de_rustfrie syrningstanker er relativt dyre utstyrre¢jenstander
blir de vel i dag helst nyttet til fremstilling av forskjellige
surmelksprodukter for konsum, mens den syre som nyttes i smgr-

og ostelagningen fremdeles holdes p& vanlige syresder i allefall

péd smd anlegg.

I vdre vanlige syresder foregdr oppvarmingen av melken i vannbad.
Vannbadet md ogsd her vare laget slik at en hurtig og effektivt
kan kjgle melken til syrningstemperatur ved hjelp av kaldt vann.
Vann~nivdet i beholderen bgr kunne reguleres ved hjelp av et
overflomsrgr, slik at ikke sdene flyter opp ved liten fyllings-
grad.

Det vanlige materiale i slike syresder har hittil hos oss vart
aluminium, men rustfritt stdl vil nok vare et vel sd godt egnet,
men tyngre og dyrere materiale. Vedrgrende glens konstruksjoh
har en i utlandet laget spesielle lokk som gér et stykke ned
over sdens ytterside og danner vannlds med varme-, respektivt
kjplemedium pd& sdens ytterside.
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Podning foregdr gjennom spesiell &pning i lokket .Omrgring i syre-
melke: under temperaturbehandlingen md en da gi avkall pa.

Ved poding av brukssyre kan vanligvis pipetter ikke nyttes p.g.a.
volumets stgrrelse. Det enkleste og sikreste er & helle kulturen over
fra modersyrebeholdoren ctter forutgdende flambering eller desinfek-

gsjon av hellekanten med hypokloritt.

Fordelen ved bruk av sder er at en her slipper 4 fylle syren over pa
andre beholdere f#r bruk, den lages ferdig og oppbuvares P& samme
beholder helt til den skal nyttes.

Av hensyn til infeksjonsfaren md en mest mulig unngd & overfgre
syrcn fra en beholder til en annen.Melken bgr under hele prosessen,
fra pasteuriseringen til den nyttes til podning av ystemelk eller

kjerneflgte, oppbevares p& den samme beholderen.
Ba s %mmd

Med de stgrrelser en etter hvert far pa meierianleggene vil l
rombehovet for brukssyre bli sd stort a- sy»oivemstilling p& tank _ka“
vil tvinge seg frem. I forbindelsec med den @znerelle automasjons~
utvikling i anleggzne vil ogsd eget rgropplegz med automatventiler

for fremfgring av brukssyre til de respektive forbrukseteder bli
canlig. Slike anlegg vil naturligvis bili utstyrt med hclatomatisk
kontroll for styring av tid og temperaturforhold under pasteurisering
og inkubasjon og i tillegg forsynes med utstyr for clektromc

pH mdling, eventuelt med skriver for kontunuerlip registrering av
syrningsforlgpet. Nedkigling av srukssyrekulturir kan eventuelt styres
ius en pH-mdleenhct cller via kontaktur eller den kan dobbeltsikres
siik at nedkjgling primert skjer pd gruanlag av den aktuelle surhets-
grad i kulturen, men hvis det her skulle skje en svikt i systemet vil
kKj#ling i alle tilfelle bli satt igang via tid r etter =n viss tid.

Et opplegz for moderne fremstilling av brukssyre pa tank er vist i
fig. u4.2.1.

Det er antydet to alternative podningsmiter enten ved konscntrert
kultur som skjer gjennom podestuss med engangs~sprgyte direkte pd
tank eller med vanlig modersyre (her vil det vare aktuelt med
mellomsyre). I siste tilfelle foregdr podningen ved 4 trykke kulturen
inn gjennom tankens vaskeledning.
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Figur 4.2.1.
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konsentrert kultur 5 Filter
1b Modersyre 6 Utlepsventil
2a Plast engangsspreyte 7 CIP inn
2b Modersyrebeholder ved for- 8 Melk inn/ut. CIP retur
plantning av bruksyretankene 9 Steril luft inn
N 3 Brukssyretank

Fig. 4.2.1. Aseptisk fremstilling av brukssyrekulturer, dels ut fra

modersyre og dels ut fra direkte poding i brukssyretank.

I fig. 4.2.2. har en vist &t annet system for aseptisk poding som

har vert mye i bruk for brukssyre til QEddarost. Podningen foregar
her manuelt gjennom et bad av hypokloritt.

Fig. 4.2.2.
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Til cheddarost-syre har det ogsd blitt gjort forsgk med brukssyre-
tanker med sakalt integrert modersyre/podeinnretning som vist fig.
4.2.3. Modersyrebeholderne bestar av 3 rgr med kjglekappe alle-;;§
membranventiler i begge ender. Rgrene er koplet til et resirkulerings-
system for innholdet pa tanken. Under pasteuriseringen og kjélingen
sirkulerer syremelken gjennom den aktuelle ''syrebeholder” til etter

at melken er podet. Membranventilene blir si stengt.

Figur 4.2.3.
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Etter inkubasjon blir denne syremengden nyttet til poding av neste
dags syremelk o.s.v. Systemet er interessant men har apenbare

svakheter. Hvilke ?

4.3. Rom for syrelaging.

Lokalene for fremstilling av syrekulturer har vel hittil ikke blitt
ofret den oppmerksomhet som de har krav pd ved mange meierier. Ved
flere eldre anlegg finnes ikke egne syre-rom og syrelagingen er
henvist til 4 foregd i produksjonslokalene. Under slike forhold er
det viktig at man velger utstyr som i stgrst mulig grad kan redusere
faren for luftinfeksjon f.eks. ved & nytte et system for aseptisk
podning og brukssyretanker med sterilﬂluft—overtrgkk.
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I mangel av egne syrningsrom kan poding pd vanlig mdte ogsd foretas

i en sdkalt miljgbenk som vist i fig. 4.3.1.

Figur 4.3.1.
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Miljgbenk med horisontal luftstr¢gm.

Dette er en arbeidsplass som har en laminer filtrert luftstr¢m
rettet ut mot operatgren og produksjonslokalene der en ma vente at
infeksjonsfaren er stgrst. Selv om et slikt arrangement kan virke
helt tilfredsstillende vil det vel for nye anlegg vare mest aktuelt
4 velge en planlgsning basert pd separate syrningsrom bade for
modersyre og for brukssyre. En slik planlgsning er vist i fig.
4.3.2. Denne syreavdelingen bestdr av 3 rom. Ett for modersyre-
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behandling, ett for brukssyre og ett felles for-rom som tjener som

sluse, vaske og rekvistitarom.

Figur 4.3.2.

SER S JON A: FORROM SEKSJON B: MODERSYREROM SEKSJON C: BRUKSSYREROM

. Llorbasseng 8. Gjennomgang med luftlis 17. Brukssvrekoker
2 Cuarderobeskap 9. Skap for sterilisering 18. Vaske).lass
3. hekvisita 10. Modersyrckoker 19. Rerledninger !
1. Pager for skummetmelkpulver 11, Termostatskap for prever 20. Klorfo stovningsdyse
. Arbeidsplass 12. Vannbad, aktivitetsprover
o Vask 13. Titreringsutstyr

Plass for glassutstyr 14. pH-meter

15, Vask

16. Kjoleskap/fryseskap

Plan over moder- og bruksyreavdeling.

De hgyeste renhetskrav stilles til modersyrerommet. Dette rommet
skal vaere hermetisk tett og lett & holde rent. Det kan derfor med
fordel dekkes med helsveiset vinylplast med avrundete hjdrner bade
pa golv , vegger og tak. Rommet utstyres med filtrert luftinntak
som gir et overtrykk pd ca. 14 mm VS i forhold til forrom og
omtrent halvparten av dette i forhold til brukssyrerommet. Alle
dgrer bgr sla ut til rom med lavere trykk. Golv og veggbekledning

i forrom og brukssyrerom kan med fordel utfdgres i fliser, mens
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man i *+aket kan @eie seg med en god plastmaling. Alle rom utstyres

med spﬁyforst¢vingsanlegg for hypokloritt og de anvendte materialer ma
da tdle denne behandlingen. Avlgpene fra disse rommene utfgres i rust-
fritt stdl (med skrulokk i modersyrerommet). De viktigste utstyrs-
gijenstarder i de respektive rom vil fremgd av fig. 4.3.2.

I forrommet har man plassert et klorbad for desinfisering av fottgy
umiddelbart foran utgangsdgren. Alle styre-og kontrollorganer kan

med fordel plasseres i forrommet. Det bgr nyttes sdkalt skjult opplegg
for alle elektriske installasjoner.
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5. KONTROLL AV SYREVEKKERE.

For & kunne vurdere syrekulturens egenskaper er det ngdvendig &
gjennomfgre et systematisk kontroll-opplegg for kulturtilvirkningen.

Denne kontrollen bgr omfatte en sensorisk bedgmmelse sammen med
diverse kjemiske og mikrobiologiske prgver. Fglgence prgver vil vare
aktuelle:

1. Organleptiske bedgmmelser som omfatter utseende, konsistens,lukt

og smak.

2. Fysikalsk-kjemiske prgver som omfatter registrering av surheten

i kulturen (d.v.s. aktiviteten) kulturens gassproduksjon, viskositet.
acetoin ¢g diacetylbestemmelse, bestemmelse av acetaldehyd og
dessuten registrering av syremelkens mangan, citronsyre, tdrrstoff-

innhold etec.

3. Mikrobiologiske prgver som mikroskopering, bestemmelse av total-
antallmbqkzgyier,diffarenSiePiﬂg ~_lactis/cremoris, citratforgjzrere/

ikke citratforgj@rere og Leucontostoc/diacetilactis.Bestemmelse av
sdkalmlte fremmede bakterier, coliforme bakterier, mugg og gj=r, samt

eventuelle maltaromadannere. Pdvisning av syrningshemmende prinsipper
som antibiotika, bakteriofager etc.

Fra dag til dag vil det neppe vare realistisk & ha et kontrcllopplegg
som omfatter alt dette, men alle de nevnte prgver vil fra tid til
annen vare aktuelle for syrekulturer samt for kulturmelkprodukter.

5.1. Organoleptiske bedgmmelser.

Som for all sensorisk kvalitetskontroll er det viktig at bedgmmelsen
skjer under standardiserte betingelser. Temperaturen for eksempel,
er en faktor som virker inn bide p& smaken og konsistensen pé&
kulturen. Eksponeringstiden mot luft er en annen faktor som ogséd

kan ha betydning.

Vanligvis gjennomfgres smaksbedgmmelser av meieriprodukter ved
15-17°C. Dette ville ogsd vare en brukbar temperatur for surmelk,

men vil forutsette at prgvene blir temperert i vannbad pd forhand.
Vanligvis smaksbedgmmes syrekulturen etter at den er nedkjglt, men
ved lave kjgleromstemperaturer som f.eks. 1-2°C kan det vare vanske-
lig & f& noe godt smaksinntrykk. En bgr neppe smaksbedgmme kulturen _

’ed lavere temperatur enn 6°C og kanskje helst nytte en temperatur

>& ca. 1OOC, hva man vel kan kalle en normal kjellertemperatur.
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Det sem her er viktig er at forholdet er mest mulig ensartet fra
dag til dag. Bedgmmes en avkj¢lt kultur i et temperert rom er det
sdledes viktig at bed¢gmmelsen utfgres etter en fiksert tid slik at
kulturen far den samme temperatur ved hver bedgmmelse. Best kontroll
over temperaturen i kulturen har man ved oppbevaring event. temp-
erering i vannbad. Ved & holde flere kulturer parallelt far man
ogsd et sammenlikningsgrunnlag for den organoleptiske bedgmmelsen.
Det kan da vzre lettere & oppdage enkelte sazrtrekk wed kulturene

som man ellers ikke ville kunne registrere.
5.1.1. Utseende.

En vanlig syrekultur skal ha et fast homogent koagel uten nevne-
verdig myseutskillelse eller gassblzrer. Synlige gassblazrer vil
vanligvis ikke forekomme uten at det er dominans av gassproduserende
stammer i kulturen. Lgs myse er den vanligste utseende-feil. Litt
synerese md faktisk betraktes som normalt, mens mer utpreget vaske-
utskillelse tyder pd fremstillingsfeil f.eks. luftinnblanding, at
det er rgrt pd kulturen i koagulasjonsdgyeblikket, for hdg inkuba-
sjonstemperatur eller gal varmebehandling av syremelken.

Den alvorligste utseendefeil kulturen kan ha er ndr den er grynet,

tynn og kanskje bare delvis koagulert.

5.1.2. Konsistens.

Etter omrgring skal kulturen ha en jevn, flgyelsaktig, viskgs

konsistens. Omrgringen skal vare sd kraftig at en bryter opp hele
koaglet slik at det ikke blir liggende igjen klumper, men heller

ikke mer. Nidr en skal bedgmme flere kulturer samtidig er det ogs&
viktig at opprgringen skjer likt. Mer og mindre luftinnpisking kan

pavirke konsistensen.

Den vanligste konsistensfeilen en har, er_at syra er for lite
viskgs eller tynn. Dette har med protainets vannbindingsevne & |

gjgre. Forutsatt at en har en syremelk med tilfredsstillende
tgrrstoffinnhold vil drsaken vanligvis vare at surhetsgraden ikKe
er tilfredsstillende d.v.s. for hgg pH.

For viskgs eller tykk konsistens forekommer faktisk ikke som feil,
men S.lactis var Hellandicuskan lage mer og mindre seig eller
trddtrekkende konsistens p& kulturen, dersom den forekommer i
denne. For vanlig blandingskultur vil tendens til tr%%rekkende
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konsistens mest sannsynlig indikere infeksjon av ugnskete mikro-

organismer. Feilen er skjelden.

Ujevn, klumpet, grynet konsistens forekommer derimot ikke s&
sjelden. Dersom arsaken ikke er slurvet opprgring av koaglet kan
det vare snakk om for h¢gg symingstemperatur hvilket kan gi sd seigt
koagel at det kan vare vanskelig & fa rgrt opp. Arsaken kan ogsd
vere darlig fordeling av podemassen eller feil med syremelken. Det
kan f.eks. vare darlig rekonstituert tdrrmelk eller for lav varme-

behandling som er anvendt.

Utseende- og konsistens-feil har gjerne en ng, sammenheng.

5.1.3. Lukt og smak.

Alt etter kulturens mikrobiologiske sammensetning (kombinasjon

av stammer) kan lukt og smak variere betraktelig mellom de for-
skjellige kulturer. (Tabell 5.1.3.). Det er derfor umulig & angi

en bestemt generell lukt og smakskvalitet for kulturer. Hoved-
spgrsmalet her er hva kulturen skal nyttes til . For smgrproduksjon
er det selvsagt ¢gnskelig at kulturen skal ha en fyldig aromatisk
smak, men det er tydelig at mange mennesker rent smaksmessig fore=-
trekker en mer rent sur og mindre aromatisk kultur for konsum.

Poenget her er & kunne registrere lukt og smaksforandringer som
eventuelt kan skje med den enkelte kultur, fremfor alt om det
inntrer smaksnyanser som md karakteriseres som fremmede for ved-

kommende kultur.

Smaksfeil pd kulturen kan ha sammenheng med:
1. Syremelken.

2, Infeksjon av fremmede mikroorganismer.

3. Variasjoner i den normale flora.

Syremelken kan ha smaksfeil som t;érsmak", "Uren smak" og kanskje

fremfor alt harsk smak. Slike feil bgr registreres fgr melken

nyttes som syremelk og er derfor ikke sé& interesant i denne sam-~
menheng. Forekommer disse smaksfeil i kulturen m3 en sgrge for &
fd en bedre syremelk eventuelt nytte tgrrmelk av god kvalitet.

Infeksjon av fremmede bakterier i syrekulturen bgr selvsagt heller
ikke forekomme. Om det forekommer vil imidlertid bare et be-
grenset antall arter ha utviklingsbetingelser i en aktiv melkesyre=-
kultur. Stort sett er det derfor de mer syretolerante mikroorgan-
ismer som
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mugg og gj®r samt bakterier som selv er aktive melkesyreproduenter,
f.eks. Lactobasiller som kan vare potensielle infeksjonskilder under

kulturarbeidet.

Infeksjon av gjer kan vazre arsak til "gjarsmak" pd& kulturen. Unormal
hgg surhetsgrad kan skyldes lactocbasiller. Muggen Geotricum

candidum kan gi "gammel" smak pd& kulturmelk, men felles for infek-
sigse smaksfeil er at de helst kommer tydeligst frem etter en tids
lagring av kulturen. Slike smaxsteil vil derzor neppe vare sarlig
fremtredende pd helt fersk syrekultur, men dersom det forekommer,
indikerer det grove feil i fremstillingsteknikken. Usterile redsakper

og for dédrlig aseptisk metodikk har vart anvendt.

4

Endringer i den normale flora i kulturen vil ogsd vare den normale
drsak til endringer i smaksnyansen i kulturen. Her vil det da

vanligvis dreie seg om endringer i balansefcrholdet mellom de

forskjellige arter og stammer i kulturen, men det kan ogsd tenkes

at det har foreg%EEAgenetiske endringer eller foreligger latente
egepskaper hos de "gg;ggié;mggggmer som gj¢gr at smaken kan éhdre
seg. Den smaksfeil som kan trekkes frem som typisk eksempel pé

dette er maltsmaken som skyldes opphopning av 3-metylbutana£. I

fglge svenske undersgkelser (1957) synes de maltéromadannendé stammer

d utvikle seg darligere enn de normale i sterkt varmebehandlet

medium. Sterk varmebehandling av kjerneflgte anbefales sdledes.
Ved fremkomst av maltsmak i kulturen er vel imidlertid skifting

av kulturmateriale den eneste riktige l¢gsning.

Bitter smak skyldes proteinspalting. Noen stammer av lactis kan gi
bitter smak, men slike stammer sorteres ut av av syrelaboratoriene
og nyttes derfor ikke til kulturer. Bitter smak md derfor mest
sannsynlig ha drsak i infeksjon av proteinspaltende mikroorganismer.

Kulturens smak vil generelt vare vesentlig pdvirket av surhets-

graden, av CO,-innholdet, og innholdet av diacetyl, a. taldehyd.

Qg etylalkohol, som kanskje de viktigste smaksemner, men da lukt

og smakssansen reagerer pd s& uendelige smé& konsentrasjoner md
en regne med at de aktuelle mengder av flere andre stoffskifte=-
produkter vil vare av betydning for smaken uten at forholdet er

nermere klarlagt.

Lindgren, 1957. Om maltsmakbakterier. Sv. Mejeritidn. 49(24):351.
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Yoghurtsmak, som skyldes opphopning av acetaldehyd er kanskje den
smaksfeil som kommer tydligst frem pd grunn av endringer i det
mikrobielle balanseforhold i kulturen. Dominans av S.diacetilactis
fgrer til at innholdet av getaldehyd mangedobles den normale mengde.
Mens smd mengder av acetaldehyd kan virke gunstig p& smaken, vil
stgrre mengder vanligvis registreres som negativt. I fglge Lindsay,
(1965) bg¢r_diacetyl og acetaldehyd forekomme i mengder som 4:1 for
d gi en god avbalansert smak. Blir forholdet mindre enn 3:1 far

en yoghurtsmak.

Etter vare undersgkelser synes agetaldehydmengder pa mer enn 4-5 mg/1

4 kunne gi yoghurtsmak i kombinerte syrevekkere. Anderson (1967) fant
i kulturen som hadde acetaldehydsmak kunne S.diacetilactis utgigre
opptil 94 %agfomabakteriene i kulturen.

5.2. Kjemisk-fysikalske prgver.

En viser her til de respektive metodeforskrifter med hensyn til

prgvenes utfgrelse.

5.2.1. Kontroll av_surheten.

Dette kan gjgres ved titrering eller pH-m&ling. En m& imidlertid
huske pd& at den aktuelle melkesyremengde ved samme pH=-verdi vil
kunne variere med melkens bufferkapasitet. Protinet utgjdr ca. 70 $%

av_bufferkapasiteten og tdrrstoffrik melk vil sdledes gi hgg

titerverdi i relasjon til pH, mens lavt tgrrstoffinnhold betinger
en lav titer i relasjon til pH-verdien.Titrering gir derfor et
mer direkte mdl for den dannede syremengde i kulturen og er den
mest vanlige metode for kontroll av surheten i kulturen. Hos oss
brukes som kjent °SH som m3leenhet d.v.s. ml 0,254 NaOH pr. 100

ml kultur med fenolftalein som indikator. Sverige bruker °Th som

er ml 0,1 n NaOH pr. 100 ml kultur.

Registering av surhetsgraden gjgr det mulig & fdlge syrningsforldgpet
under inkubasjonsperioden. Dette er ogsd et mdl for celleaktivi-
teten i kulturen og med henblikk pd dette har en utformet den
sdkalte aktivitetsprgven som baserer seg pd den fitrerte surhets-

grad i kulturen etter en standard poding, temperatur og inkubasjons-
tid.

Lindsay, R.C, Day & Sandine, 1965. Green flavor defect in lactic
starter cultures. J.Dairy Sci. 48(7):863.
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Aktivitetsprgven utfdres i Norge med 3 % poding og 4 timer inkubasjon
ved 30°C. fkningen i surhetsgraden bgr vare 16° SH for at en skal
kunne karaktisere aktiviteten i kulturen som tilfredsstillende.

Aktivitetsprgven er viktig & utfgre som rutinemessig kontroll ogsd
p& brukssyren og spesielt viktig er denne prgven i forbindelse med

ysting.

5.2.2. Kreatinprgven. /<;§§\

For kombinerte kulturer er kreatinpr@gven av stor praktisk interesse.
Dette er i prinsippet samme reaksjon som nyttes i mikrobiell diagno-

stikk under betegnelsen Voges™ Proskaugpg prgve. Selve reaksjonsmeka-
nismen er "ifglge Lang (1932) at diacetyl kondenseres til dimetyl-
kinogen og videre til dimetylkinoﬁ i alkalisk milj¢ under avspalting

av 2 mol H2O.

Forat kondendasjonen skal skje m& nabogruppen til begge Ketogruppene
bestd av CH,

men ikke med fenantrenkinon eller kamferkinon).

eller CH3. (Reaksjonen skjer ogsd med acetylbenzoyl,

1]
C

H.C N
i
HC

C-H
“ Figur 5.2.2.1.
C

I fglge Lang er det karbonylgruppene i kinogenstrukturen som kon-
denseres med kreatin (eller andre guanidinderivater.)

e,

C = NH
—
CHQPOOH

Metyl-eddiksyre-guanidin = kreatin.

Anderson, 1967. Intensifiera syrav8ckarekontrollen. Sv. Mejeritidm.
59(33):450.

1"
Lang,K. 1932, Uber den Mechanismus der Diacetylreaktionen von
guanidinen o.s.v. HOPPE SEYLER's Zeitschrift flir Physiologische
Chemie. Bind 208,273.
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Disse md imidlertid minst ha en fri NH2 gruppe for at farge-
reaksjonen skal dannes, d.v.s. f& de konjugerte dcbbeltbindinger.
Kondensasjonsproduktet for diacetyl-kreatin kan da ha fdlgende

form:
Figur 5.2.2.3. EH ?Hs
§ - C~—~ N - CH2 - COOH
HBC - g- Cc - CH3
HC- C - C - CH3
li )
“HOOC - HZC - N-C-N N-C-~-N - CH2 - COOH
P F oo
CH3 NH NH CH3

Det h;r tidligere gjort seg mange misforstdelser gjeldende med
hensyn til tolkningen av denne prgven. Betegnelsen "Aromaprgven"

bgr sdledes ikke benyttes om kreatinpr¢ven. "Acetoinprgven" som den
kalles i Sverige er mer logisk, da det i praksis fgrst og fremst er
kulturens acetoininnhold prgven forteller noe om, men det er fgrst
etter at acetoinet oksyderes opp til diacetyl at man far positive
utslag. De diacetylmengder som er tilstede selv i den mest aromatiske
syrevekker er imidlertid for lave til at man far positive prgver

P.g.a. det aktuelle aromainnhold.
Fglgende forsgk av Svensen (1974) viser dette:

Melk som ble tilsatt kjente mengder av diacetyl og acetoin og sur-
gjort med melkesyre viste fglgende resultater:

Tabell 5.2.1. Testing av kreatinprgven.

Diacetyl +
Min. til Diacetyl Acetoin Acetoin
avlesning 0 3609 100 200 300 3+100 6+200 9+300
5 6 000 0 0 0 0 0 0
10 0 ooo 0 1 2 0 1 2
15 0 0oO0OQO 1 2 3 1 2 3
30 0 0C0COQ 1 2 3 1 2 3
pPpPm 18 27 36
15 min. o 1 2 Butandiol reagerte ikke.
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Oksyderingen av acetoin til diacetyl er avhengig av tiden oy 1.i:
tilgangen. Gjenncmbobling av luft vil f.eks. gidre at prgvan Ll
. raskere rgd og en fiksering av tiden er derfor viktig for & &
sammenliknbare resultater og gi prgven verdi. Sterxk vosicizs codver
indikerer et acetoininnhold p& 300 mg/l eller me~ og ail

tilsier da at det er en dominans av S.c¢iacetilactis i D op DL-37 . -

vekkere.

Negativ kreatinprg¢ve cr ikke ensbetyderde med aromalgs svrevekico o
For L syrevekkere ¢iley DL syrer, der Leuconosto: er 1 conirars
(manzantilsetning} vil vanligvis kreatinprgven viere negativ seiv

{&

om slike kulturer ofte har et meget higt innheld av diacetvl. Dot
synes & komme av at acetoininnholdet i slike kulturer pe or har en
tendens til & reduseres til Lutandiol enn & oksyleres tIL diccatyl
©g at det aktuelle diacetyl-og acetoininnhcld i slike kuliirer ¢ -

for er for lavt til & kunne ri positiv kreatin-rcaksjon.

Kreatinprgven utfgrt etter 2,3,4 0f 5 dégns lagring av kulturen
(den sdkalte Pettes prgve) kan fortelle noe om hvilken type ku.tur

man har med & gjgre. I D-syrevekkere forblir acetoininnholdet ngot

gjenncm hele perioden og gir derfor ogsd positive prgver hele tiden.

I DL-syrevekkere op L-syrer vil Leuconcstoc~-stamriene normalt
redusere acetoininnholdet til butandiol og prgven blir etter hvert

svakere positiv eller negativ.

Gjentatt kreatinprgve kan derfor £1 opplysninger om reduksjcnsevnen
i DL-kulturer, men tolkningen av resultatet kan vare vanskelig &
overfgre til praktisk anvendelse.

De aktuelle innhold av C-4-forbindelser lar seg enklest bestemme 22

gasskromatografisk vei.

5.2.3. Acetaldehydprdven.

Som en feoran har vart inne pd vil en dominans av S.diacetilactis
gjerne fgre til en opphopning av acetaldehyd med yoghurtsmak til
fglge. Det er da narliggende & bruke acetaldehydinnholdet som et

mal for en eventuell diacetilactisdominans i kulturen.

Svensen, 1974. ”t‘d;nj (9
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En enkel kvalitativ metode for pavisning av acetaldehyd (ercntli -
utarbeidet m.h.p. yoghurtkulturer) kan ogsd nyttes pd syrekulturc...
Denne bdr da vare negativ. (P4 yoghurt skal pPr¢gven vare positiv).

Syrekulturer som gir positiv acetaldehydreaksjon har enten en Tl

sterk diacetilactisdominans eller er eventuelt infisert med lakia-
basiller.

Prgven er for grov til & kunne varsle om en begynence cominan
S.diacetilactis og har derfor kanskje stdrst prac<tisk intercuss com

en supplerende prgve for eventuelt & kunne stadfaste en ubalin;e
kulturen.

5.2.4. Kulturenz CO.-iprheld,

S.diacetilactis prcduserer CO2 ved citratforgjzring mens Levocnostec
prcduserer CO2 bice fra citratforgjaringen og fra cden hetercfer-
mentative sukkercmsetningen.

Kulturens innhold av CO2 vil derfor kunne si oss noe cm inten-

siteten i1 disse stoffomsetninger i kulturen cg indirekte noe om

innholdet av arocmabakterier i syrevekkeren. For sn mer eksakt 5c-

stemmelse av o, 1 kulturer kan nyttes Warburgteknikk, men i praksis
har man lansert den enkle, sdkalte utrysningsprgven, der man fore-
tar en dobbelt titrering av kulturen: En prgve hvor titeren tas
umiddelbart og en annen prgve som titreres etter at kolben har vert
rystet gcdt under oppvarming til 80 °C slik at CO ~gassen drives ut.
Differensen mellom de tc titerverdier gir da et Jttrykk for boz-
innholdet.

Waagner Nielsen (1968) angir fglgende verdier som typiske fcr en
dansk arocmatisk syrevekker.

Tabell 5.2,2, CO2-titeP i syrevekker.

Timer ml 0,1 n NaOH pr. 100 ml kultur ;
etter poding . Titer straks. Etter utrystinnglfferens CO -
. titer.
0 20 20 0
2 21 21 0
6,45 25 22 3
9,5 34 30 L I
13 55 40 6 !
15 75 66 g |
18 95 84 11
20 101 . 88 13
22 (pH 4,6) 108 92 16
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Lode (1974) har undersgkt utrystningsprgven systematisk pa 6
forskjellige syrekulturer og samtidig bestemt antall citratfor-
gisrere og totaltallet bakterier i kulturen. Resultatene fra denne
undersgkelsen tyder pd at L-syrer kan gi noe hggere CO,-titer enn
DL—syrevekkere. Tilsammen ble 232 pr¢ver av de 6 kulturene utfgrt,
Resultatet for alle kulturer under ett er vist i tabell 5.2.3.

Tabell 5.2.3. C02-titer og citratforgjzrere.

Citratforg]j @rere Antall Prgver med COz-titer over
i prosent av total prgver. 10°SH .X)

mindre enn 10 75 24 (32 %)

mellom 10 og 30 11y 72 (63 %)

over 30 y3 32 (74 %)

x) CO, titre fra 3,8 - 15,2°sH.

Utrystingsprgven er som en skj¢gnner en lite eksakt metode, men kan
under praktiske forhold gi en ganske god pekepinn om balansen mel-
lom citratforgjzrere og syredannere i kulturen. Ved serlig hgge
C02~titerverdier kan det vare grunn til & anta at Leuconostoc som
gruppe har kommet 1 dominans. En hgdy C02-titer, men negativ acetal-
dehydprgve kan til eksempel ytterlig styrke en slik antagelse.

5.2.5. Kontroll av citratomsetningen.

Omsetningen av citratet i kulturen skjer med noe forskjellig
hagtighet for D-og L-syrevekkere. Tidspunktet for totalforgjzringen
av citratet i kulturen kan enkelt bestemmes ved en kvalitativ

fargereaksjons~-test.

Prinsippet er at citronsyre i protinfritt melkefiltrat i nervar

av_eddiksyreanhydrid ogpyridin danner en sterkt gulfarget for-

bindelse.

Waagner Nielsen, 1968.Aromabakterienes kuldioxiddannelse i syre-
vekkere og ost. Nordisk Mejeritids. 34(10):198

Lode, 1974, Under—utgivelse. Melding vir /97 fra 8eicril ok,
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Dersom ikke alt citrat i kulturen er forgjert vil man sdledes fé&
positiv (gul) prgve.

Normalt bgr alt citrat uansett kulturtype vare forgjzret etter ett
d¢gn ved 20°C. Tas prgven gjentatte ganger gjennom inkubasjons-
perioden kan man avgjgre ndr citratet i kulturen er ferdigforgjzret
og sdledes f& en idé om det hovedsakelig har vart Leuconostoc-
forgjaring eller diacetilactisforgjaring av citratet som har fore-
gatt. '
Pr¢gven har stdgrst betydning som supplerende kontrollprgve,

5.2.6. Konsistensmdling - viskositet - fasthet.

Ved den organoleptiske bedgmmelse av kulturen fir en et ganske
godt bilde av kulturens konsistensegenskaper, men i den rutine-
messige kontroll av kulturen kan det likevel vare hensiktsmessig

d registrere objektive verdier som kan gi et bilde av konsistensen.
I praksis har man ingen milemetode for et s& sammensatt begrep som
konsistens, men en rekke instrumenter for méling av fasthet og
viskositet foreligger. Disse egenskaper er sterkt korrelerte med
konsistensen og kan nyttss som "md81" for denne.

Det instrument som i praksis har fatt stdrst anvendelse til
registrering av viskositeten i syrevekkere og kulturmelk er S.M.R.“s
viskosimeter (1956) som er et gjennomstrgmnings-viskosimeter der en
registrerer den tiden et bestemt volum tar for & passere en kient
dpning ved fritt 1¢p, Dette kan bare nyttes p& opprgrt kultur.
Rotasjonsviskosimetre f.eks. av typen Brookfield kan benyttes sdvel

pd uopprgrt koagel som pad opprgrt kultur. Dette er imidlertid be-
tydelig dyrere instrumenter.
% st éWudit
S.M.R—viskosimetrgk er utstyrt med uskiftbare spisser med forskjellig
] 1S K
diameter. Spiss nr. 3 (3 mm@) er den som vanligvis egner seg best

til syrevekkere og vanlig kulturmelk. Gjennomstrgmningstiden med
denne kan variere fra ca. 50 til 90 sek.

For szrlig viskgse kulturer som f.eks. yoghurt, rgmme og tette-
melk md det nyttes stdrre gjennomstrgmningsdpninger, enten 4 eller
6 mm,

Bobeck,Bertelsen & Mattson, 1956. S.M.R's Viskosimeter. Svenska
Mejeritidn. u8(8):103.
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NB? Alle mdlinger av viskositet md skje ved samme tempera-
tur for at man skal f& sammenliknbare resultater. Klumper
i opprgrt masse er aktuelle feilkilder. Gelet md vare godt

opprgrt for at prgven skal ha noen verdi.

5.3. Mikrobiologisk kontroll

Hensikten med den mikrobiolcgiske kontroll er & kunne fa

frem et mer detaljert bilde av mikrofloraen i kulturen, enn
det som indirekte gadr frem av de mer enkle kjemiske kontroll-
prgver. Ved fremkomst av infeksjoner og andre produksjons-
vansker vil i de fleste tilfeller bare en mer inngdende
mikrobiologisk analyse av produktet kunne klarlegge arsaks-
sammenhengen. Selv om de fleste meierier mangler utstyr til
gjennomfgring av mer krevende analyser er det likevel mulig-

o

heter til & utfgre en viss kontroll med enkle hjelpemidler.

I denne sammenheng md en ikke glemme mikroskopet. Flere
mikroorganismer er morfologisk sd& forskjellige fra melke-
syrebakteriene at de lett kan pavises i mikroskopet. Mugg
og gjerinfeksjoner i kulturen vil sdledes vanligvis kunne
registreres i mikroskopet. Gjzr og mugg vokser som kjent
godt i surt milj¢ og kan komme over i kulturen som luft-

bdren infeksjon.

I dag er det gode muligheter til & skaffe seg ferdiglagete
spesialsubstrater fra sentrale laboratorier for mer selektivt
4 bestemme de forskjellige typer av mikroorganismer i kul-
turen. Har ikke meieriet utstyr til & utfgre spredninger

bgr prgver av kulturen sendes inn til analyse, men her far
man straks problemer med tidsfaktoren, emballeringen og for-

sendelsen av det levende materiale.

Prinsippielt bg¢r derfor meieriene va@re utstyrt med det
ngdvendige utstyr for a kunne foreta spredninger pa fast

og flytende media. Fglgende progver og media er aktuelle:
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5.3.1. Total-tallet Eugonagar eller PCA.

I en utvokst kultur vil totaltallet bakterier vere av

stgrrelsesorden 0,5 - 2 milliarder/ml.

5.3.2. Citratforgjerere Kalciumcitratagar etter Nickels

& Leesment.

Med dette medium bestemmer en bade Leuconostoc og S. diace-

tilactis i kulturen, men en viss differensering kan gj¢res,

mellom disse to pd grunnlag av utveksttid og sonestgrrelse.

Vanligvis utvikler S. diacetilactis de stgrste oppklarings-
soner og kommer fgrst tilsyne pa platen. Mediet kan gjgres
selektivt for leucobostoc ved a hemme diacetilactis med

penicillintilsetning.

5.3.3. Differensiering mellom S. lactis og S. cremoris

Differensiering mellom S. lactis og S. cremoris kan gjgres
pad spesialagar etter Reddy et al. (1969) der S. cremoris

gir gule kolonier, men S. lactis gir hvite kolonier.

5.3.4. Mugg og gjar

Potet-~dextroaeagar eller lignende agar surgjert til pH 3,5.

Prpven ma vaere negativ eller mindre enn 1 pr. ml kultur.

5.3.5. Coliforme og fremmede organismer

Coliforme organismer pavises pa rgdfiolet galleagar.

Sékalte fremmede bakterier bestemmes pd kjgttekstraktpepton-

agar. Begge prgver skal selvsagt vare negative pa syre-

vekkere.

Reddy, Vedamuthu, Washam & Reinbold, 1969. Differential
agar medium for S. lactis and S. cremoris. Applied Micro-
biology, 18 (5): 755.
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5.3.6. Lactobasiller

Infeksjon av lactobasiller i syrekulturen kan enkelt padvises
ved & gi kulturen en fornyet inkubasjon ved 37 - 40° c.
Evenetuell: lactobasilleinfeksjon vil da gi seg til kjenne
ved at det skjer en vesentlig gkning i melkesyreinnholdet,
dvs. den titrerte surhetsgrad gker (inntil 60 - 70 - 80° SH) .

5.3.7. Pavisning av maltaromadannere

Pasteurisert skummet melk tilsatt 1 % steril gj@rautolysat
podes med 1 % suspekt syrekultur som har f3dtt en ekstra in-
kubasjon i 18 timer ved 37° ¢. Kulturen inkuberes ved 30° C
i ett depgn og undersgkes med hensyn pa karamell-likne lukt -
etter ett, eventuelt to d¢gn (dersom kulturen ikke er koagu=
lert etter ett dggn). Eventuell lukt av karamell er sterkest
umiddelbart fgr koagulasjon.

5.3.8. Klarlegging av arsaker til syrningssvikt

Syrningshemmende prinsipper kan vere av forskjellige slag,
som f.eks. antibiotika eller vaske- og desinfeksjonsmiddel-
rester i syremelken. Det kan skyldes ufullstendig inakti-
vering av melkens origin®re hemningsstoffer, men det kan
ogsd skyldes bakteriofagangrep pd mest syrningskative stam-

mer i kulturen.

Pa grunn av bakteriofagenes stammespesifitet er det ikke
mulig i blandingskultur & utfgre enkle prgver som med sikker-
het kan gi en opplysning om syrningssvikten skyldes bakterio-

fager. For a kunne avgjgre dette m&d man disponere renkultur

av den mottakelige stammen.

I praksis vil gjerne et fagangrep manifestere seg med et

angrep pa den mest syrningsaktive stamme i blandingskulturen
bt s ~

og under slike forhold vil testing pd vedkommende kultur
likevel kunne gi tilfredsstillende resultat.
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Dersom et sterilfiltrat fra en hemmet kultur podet pd en

ny kultur gir ny hemning nar filtratet ikke er varmebehand-
let, men ingen hemning dersom det er varmebehandlet, indi-
kerer dette at bakteriofager er tilstede i1 sterilfiltratet
(metode for dette er gitt i ¢vningsforskriftene). Dette

kan imidlertid ogsa vare et annet kjemisk termo-labilt
hemnings-stoff, men dette er mindre sannsynlig dersom syre-
melken har vart tilstrekkelig varmebehandlet. Dersom prgven
kan gjentas etter flere ompodninger uten at noen fortynnings-
effekt kan registreres, vil en mdtte g& ut fra at en har

med bakteriofager & gjgre.






