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Indledning
Denne rapport samler konklusionerne fra de SAF-projekter, der er gennemfart
om skimmel i perioden 2004-2021.

Det drejer sig om folgende projekter:

2020-2021
Titel: Undga toksin fra skimmelveekst ved brug af maelkesyrebakterier

Projektnummer: 2008773

Formal: at skabe viden og dokumentation, sa produktion af skimmeltoksiner kan
hindres i kedprodukter. Malet er at finde maelkesyrebakterier, som kan anvendes
til at hindre toksindannelse fra skimmelvaekst pa kedprodukter.

2004-2008
Titel: Skimmel i kedprodukter

Projektnummer: 18505 og 18553

Formal: at identificere, hvilke skimler der findes i produktionsmiljget pa kedforzed-
lingsvirksomheder samt vise, hvordan vaekst og toksinproduktion kan hindres un-
der produktion af leverpostej, spegepglse og tarret skinke.
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Brug af maelkesyrebakterier til at hindre vaekst og toksindannelse fra
skimmel (2020-2021)

Skimmel er generelt ugnsket i fadevarer, idet skimmel kan danne toksiner og der-
med udgare en sundhedsfare. Derfor er der opstillet graensevaerdier for indhold
af specifikke skimmeltoksiner i nogle produkter. | det tidligere SAF-projekt "Risiko
for toksindannelse fra skimmel i kadprodukter” (2005-2006) blev det vist, at skim-
lerne Penicillium nordicum og Penicillium brevicompactum dannede sekundaere me-
tabolitter henholdsvis ochratoksin og mycophenolsyre, nar de voksede pa fx spe-
geskinke eller leverpostej. Derimod blev de sekundaere metabolitter ikke dannet,
nar skimlerne voksede pa fermenterede spegepalser.

Nyere forskning har vist, at skimlen Aspergillus flavus ikke danner aflatoxin, nar den
vokser sammen med maelkesyrebakterien Lactobacillus plantarum, fordi denne
bakterie udskiller sma maengder af phenylmaelkesyre, som haammer svampens
udskillelse af toksin (Guimaraes et al., 2018a). Det er ligeledes blevet vist, at celle-
frie fermentater fra maelkesyrebakterier kan haamme udskillelsen af ochratoksin
fra Penicillium nordicum (Guimaraes et al., 2018b). Dette er interessant i forhold til
en forebyggende tilgang, hvor maelkesyrebakterier potentielt kan anvendes til bio-
konservering af forskellige produkter. Potentialet for at anvende bakterien eller
dens metabolitter i et fermentat synes meget stort i forhold til konservering af en
lang raekke produkter herunder skinker og modnede kgdudskaeringer. Dette for-
drer naturligvis, at meelkesyrebakterierne eller fermentatet ikke eendrer pd pro-
duktkvaliteten, hvor saerligt smagen kan blive udfordret

Projektets aktiviteter har omhandlet:

e Litteraturstudium om maelkesyrebakteriers haemning af skimmel

e Screening af maelkesyrebakteriers antifungale effekt i agar assay

e Test af fermentaters antifungale effekt i leverpostej

e Test af malkesyrebakteriers antifungale effekt i leverpostej

e Test af fermentaters antifungale effekt i kogt spegepalsemodel

e Test af malkesyrebakteriers antifungale effekt i minispegepalser

e Test af maelkesyrebakteriers antifungale effekt i pilot plant spegepalser

e Sensorisk bedgmmelse af spegepalser produceret med antifungale maelkesy-
rebakterier

Maelkesyrebakteriers antifungale effekt (litteraturstudium)

Litteraturstudiet viste, at en raekke undersggelser har vist, at meelkesyrebakterier,
herunder seerligt Lactobacillus, kan hindre skimmelvaekst eller dannelsen af toksi-
ner. Flere in vitro-studier har udpeget maelkesyrebakterien Lb. plantarum som vae-
rende en lovende kandidat til at heemme skimmelvaekst og toksindannelse, da en
bredspektret aktivitet mod flere relevante skimmelsvampe er blevet dokumentet.
Derudover har Lb. buchneri, Lb. delbrueckii, Lb. casei, Lb. brevis, L. coryniformis, Lb.
fermentum, Lb. reuteri samt Pediococcus pentosaceus og Enterococcus faecium vist
lovende resultater. De antimikrobielle egenskaber mod skimmelsvampe har vist
sig at veere stammespecifikke, og det er derfor ikke alle stammer inden for en art,
der kan hindre skimmelvaekst og toksindannelse. Malkesyrebakteriernes evne til
at haamme skimmelveekst kan kaedes sammen med udskillelsen af antimikrobielle

TEKNOLOGISK INSTITUT



Metode

Side 4

komponenter, fx dipeptider eller proteinderivater, samt derivater af de organiske
syrer, som bakterierne producerer fx phenylmaelkesyre. Tilsetning af phenylmael-
kesyre til veekstmediet har vist sig at pavirke bade skimmelveekst og sporedan-
nelse. Et studie fra 2020 har undersggt den svampehammende effekt af ‘quorum
sensing’ molekylet 2-phenylethanol og pavist, at tilseetning nedsaetter vaekst og
sporespiring af den toksinproducerende skimmelsvamp Penicillium nordicum (Pe-
dersen, 2020).

Screening for maelkesyrebakterier med antifungal effekt

Screeningen blev gennemfgrt ved agar spot assay, hvor 5 pl af -1 fortyndingen af
meelkesyrebakterier eller kommercielle kulturer blev placeret p& BHI- og MRS-agar
(4 spot pr. plade). Draberne tgrrede, inden pladerne blev vendt og inkuberet ana-
erobt hhv. aerobt ved 20°C til kraftig vaekst.

En soft agar blev podet med ca. 10* skimmelsporer pr. ml. Soft agaren blev haeldt
over pladerne med vaekst af maelkesyrebakterier. Falgende skimler blev anvendt:
P. nordicum DMRICC 9035 (ochratoksin)

P. brevicompactum DMRICC 9003 (mycophenolsyre)

P. salamii DMRICC 9000

Pladerne blev inkuberet aerobt ved 20°C i 3-5 dage for analyse af haemzoner om-
kring spot af malkesyrebakterier.

Figur 1. Et eksempel pa haemning/ingen haemning af skimlernes vaekst.
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Kolonne til venstre P. nordicum, kolonne i midten P. brevicompactum og kolonne til hajre P.
salamii. Spot 6, 15 og 24 er kultur LP37. Spot 7, 16 og 25 er kultur SG48.

Resultater Der blev screenet maelkesyrebakterier fra DMRICC, Chr. Hansen, Danisco og
Sacco. Malkesyrebakterier beskrevet i litteraturen blev forsggt hjemtaget, men
desveerre uden held.

- DMRICC 25 stammer fra DMRICC blev udvalgt til screeningen. Blandt de afprgvede maelke-
syrebakterier var det hovedsagelig Lb. sakei, som kunne begraense skimmelvaek-
sten. Nar meelkesyrebakterierne havde vokset pa MRS-agar gav det meget krafti-
gere haemning af skimmel, end nar de blev dyrket pa BHI-agar. Anaerob inkube-
ring af maelkesyrebakterierne gav lidt bedre haemning af skimmel end aerob inku-
bering (Jacobsen, 2020a).

Af de 25 afprevede maelkesyrebakterier fra DMRICC var der 7 bakteriestammer,
som gav nogen inhibering af en eller flere af skimlerne. De mest lovende var:
Lb. sakei DMRICC 0045

Lb. spp. DMRICC 2223

Lb. collonoides DMRICC 4301

Lb. sakei DMRICC 5025

Lb. sakei DMRICC 5026

Lb. sakei DMRICC 5031

Lb. sakei DMRICC 5032

- Chr. Hansen Fra Chr. Hansen blev 8 starterkulturer testet. Ingen af starterkulturerne kunne
hamme P. brevicompactum eller P. salamii, sa der blev en klar zone fra randen af
spot og til vaekst af skimmel.

| forhold til P. nordicum var der enkelte af kulturerne, der gav klaringszoner pa
mellem 1 og 4 mm fra spotkanten og til begyndelsen pa skimmelvaeksten.

Grundet den svage vaeksthaemmende effekt blev ingen af kulturerne valgt til det
videre forsggsarbejde i produkter (Jacobsen, 2020b).

- Danisco Fra Danisco blev 4 starterkulturer udvalgt til screening af vaeksthaemmede effekt
overfor skimmel.

Blandingskulturen HOLDBAC YM-XPK LYO 500 DCU (szelges med effekt mod
gaer/skimmel i mejeriprodukter) kunne haeemme vaeksten af alle tre skimler. Denne
kultur var vaesentlig bedre end de tre andre starterkulturer fra Danisco, som kun
haemmede P. nordicum og P. brevicompactum, men ikke med P. salami. (Jacobsen,
2021a).

- Sacco Fra Sacco blev 19 forskellige kulturer testet. Fglgende kunne, efter anaerob dyrk-
ning) haamme bade P. nordicum og P. brevicompactum:
LHR-14 (L. rhamnosus)
CLP C(C piscicola + L. plantarum)
LP-01 (Lactiplantibacillus plantarum)
LP37 (L. plantarum)
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SG48 (blandingskultur med L. plantarum, Meat cracks)

LSK18 (Lactilactobacillus sakei)

Ved aerob dyrkning af maelkesyrekulturerne kunne fglgende kulturer ogsa
haemme P. nordicum og P. brevicompactum:

LP-01 (Lactiplantibacillus plantarum)

LP37 (L. plantarum)

SG48 (blandingskultur med L. plantarum, Meat cracks)

LPRA (L. plantarum + L. rhamnosus)

Det betyder, at de fleste af de kulturer, som kunne haemme skimlerne, tilhgrer ar-
ten L. plantarum. Dette er helt i overensstemmelse med litteraturstudiet, hvor der
ogsa er beskrevet mange L. plantarum-stammer med egenskaber til at heemme
veaeksten af forskellige skimler (Koch og Jacobsen, 2021).

Samtlige screeningsresultater blev sammenholdt, og de stammer, som havde
storst vaekstheemmende effekt (haemzoner > 10 mm fra kant bakteriespot til skim-
melvaekst) overfor alle tre skimler eller som minimum P. nordicum og P. brevicom-
pactum, blev udtaget til test i kgdprodukter. Desuden skulle kulturerne producere
hamstofferne ved bade aerob og anaerob dyrkning. De udvalgte stammer var:
Lb. sp. DMRICC 2223, Lb. sakei DMRICC 5032, Lb. sakei DMRICC 0045, Lb. collono-
ides DMRICC 4307, Lb. sp. DMRICC 2223 fra vores kultursamling og starterkultu-
rerne Holdbac YM-XPK, Bitec LS-25, Chr. Hansen Bactoflavor Flora ltalia, BioPrime
SG48 og Sacco LP 37. Sidstnaevnte blev ved en fejl ikke testet i minispegepgalser.

Effekt af fermentater i leverpostej

Folgende blev undersggt for antifungal effekt under lagring af leverpostej ved 5°C:

o fermentater fra maelkesyrebakterier som tilsaetning til ra leverpostejfars inden
bagning

De anvendte skimler var:
e P nordicum DMRICC 9035 (ochratoksin)
e P brevicompactum DMRICC 9003 (mycophenolsyre)

De anvendte maelkesyrebakterier var:
e [b. sakei DMRICC 5032

e HOLDBAC YM-XPK LYO 500 DCU
e Sacco Ls.R. LP 37 (Lb. plantarum)

Fermentatet blev fremstillet ved at pode med 1% kultursuspension/bouillon dvs.
0,17 ml til 10 ml alm. MRS-B. Flaskerne blev inkuberet ved 30°C i 3 dage til kraftig

veekst. Efter centrifugering blev den ra leverpostejfars tilsat hhv. 5% og 10% fer-

mentat. Postejerne blev bagt til 85°C i centrum (bagetid ca. 20 minutter).

Efter afkaling blev postejerne punktinokuleret med skimmelsuspensionerne og
lagret ved 5°C i 20 dage (aerobt i plastposer). Skimmeldiameteren blev malt, og
udvalgte prover blev analyseret for indhold af ochratoxin og mycophenolsyre (Ja-
cobsen, 2021b).
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Der blev udtaget prover til toksinbestemmelse efter 20 dages inkubering, ved at

det gverste lag med vaekst af skimmel blev fjernet (som hvis man skar synlig skim-
mel af fgr servering). Der blev derefter udtaget et ca. 1-2 cm lag af leverpostejen,
som blev overfgrt til et maerket baeger og frosset indtil analyse (Jacobsen, 2021Db).

Figur 2. Eksempel fra test af fermentaters effekt pa skimmel veekst.

Leverpostejen er tilsat 5 eller 10% fermentat og podet med P. brevicompactum. (3) angiver
Sacco LP 37, (2) angiver Holdbac, (1) angiver DMRI 5032, mens (Kontrol) er MRS-bouillon.
Leverpostejerne er inkuberet aerobt ved 5°C i 20 dage.

Figur 3. Eksempel pa veekst af P. nordicum. Efter 20 dages opbevaring ved 5°C var der kun
svag vaekst pa alle postejer.

Resultater Vaeksthaemning:

Brug af fermentater i koncentrationen 10% havde en lille vaeksthaemmende effekt.
Skimmelkolonierne blev ca. 1-2 mm mindre i diameter (Jacobsen, 2021b).
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Toksinproduktion:

Der blev ikke fundet ochratoksin i nogen af de analyserede praver, uanset om der
var tilsat fermentater eller kontrol-MRS. P. nordicum voksede dog ogsa kun svagt
ved lagringstemperaturen pa 5°C.

Der blev fundet mycophenolsyre i kontrollerne uden fermentat. | leverpostej tilsat
10% fermentat fra Sacco LP37 var maengden af mycophenolsyre reduceret vee-
sentligt (fra 1320/19 ppm til 46/5 ppm; NB: Bemaerk stor variation i maengden af
sekundaer metabolit) (Jacobsen, 2021b).

For at undersgge, om P. nordicum DMRICC 9035 stadig kunne producere ochra-
toksin, blev 2 MEA-plader med sporstoffer podet med kulturen.

MEA-plader blev inkuberet ved 20°C, indtil de var overvokset med skimmel. P&
MEA-pladerne blev der pavist 81-89 ppb ochratoxin (validering af metode kemi
lab.) (Anon, 2020).

Toksinanalyserne viste, at der ikke var malbare maengder af ochratoksin i leverpo-
stej (figur 3), som var podet med P. nordicum, og som blev analyseret. Det skal dog
bemezerkes, at vaeksten af P. nordicum var svag ved 5°C.

| praver podet med P. brevicompactum blev der fundet starre eller mindre maeng-
der af mycophenolsyre (figur 2). Der var meget stor variation mellem dobbeltbe-
stemmelser, men det kunne af resultaterne tyde pa, at postejer tilsat fermentat af
Sacco LP 37 indeholder mindre mycophenolsyre end kontrolholdene.

Effekt af fermentater i kogt spegepglsemodel/kogt skinkemodel

For at undgd interaktion fra andre meelkesyrebakterier/starterkulturer blev der
anvendt en kogt kadpglsemodel til forsaget. Produktet havde pH 5 og indeholdt
8% salt/vand (aw = 0,95).

Skiver af produktet blev pafert fermentat, tgrret og punktinokuleret med skimmel.
Skiverne blev placeret i petriskale og inkuberet ved 20°C i 1 uge. Skimmelkoloni-
ens diameter blev malt efter 3 og 7 dage.

Fermentatet blev fremstillet i 2 substrater:
Substrat 1: alm. MRS (2% sukker/dextrose)
Substrat 2: MRS tilsat ekstra 8% sukker (dextrose)

Folgende kulturer blev anvendt:

e Bitec LS-25

e [b. sakei DMRICC 5032

e Microgard (Danisco) anvendes direkte, da det er et fermentat

Kontroller:

e Alm. MRS-B
e 10% K-sorbat

TEKNOLOGISK INSTITUT
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Penicillium brevicompactum

1% tilsaetning af fermentater af Bitec LS 25 starterkultur og Lb. sakei DMRICC 5032
kunne haemme vaekst af P. brevicompactum efter 3 dages vaekst. Ogsa Microgard
210 fra Danisco gav lidt haemning. Skimmelkolonierne malte 21-32 mm, og der var
tydelige sporulering (greanne). Med hensyn til produktion af mycophenolsyre
kunne der ikke konstateres nogen forskelle mellem behandlinger, hvor der var
skimmelvaekst. Alle fraktioner med skimmelmycelium (1-3 mm overflade af skiven)
havde et hgjt indhold af mycophenolsyre, mens fraktioner uden skimmelmyce-
lium (resten af skiven) havde et mellemniveau. Kun praver helt uden skimmel-
vaekst (K-sorbat) havde et ikke pavist eller lavt indhold.

Figur 4. Eksempel pa skimmelvaekst pa pelseskiverne (P. brevicompactum pa skiver med fer-
mentat af Bitec LS 25 med 2 eller 10% glukose).

Penicillium nordicum

Fermentat af LS 25 fra MRS med 10% sukker og fermentat af Lb. sakei fra MRS
med 2 eller 10% sukker gav en lille haemning af P. nordicum med en diameter pa
10-12 mm efter 3 dage. Ligeledes var der lidt heemning med Microgard med en
diameter p& 10-11 mm. Kontrolhold uden haemning var 14-17 mm.

Efter 7 dages inkubering var det ikke muligt at bedgmme, om der var vaeksthaem-
ning, da der var stor variation mellem gentagelser. Skimmelkolonierne malte 21-
32 mm, og der var tydelige sporulering (grenne) pa dag 7.

Med hensyn til ochratoksin A blev det ikke pavist i nogen af prgverne. Forseg har
vist, at stammen kan producere ochratoxin i overfladen af spegepglser og pa
agarplader. Maske er drsagen til, at der ikke ses toksinproduktion i dette forsgg, at
produktet har et hgjt saltindhold, idet lav vandaktivitet er kendt for at nedsaette
toksinproduktionen. Sonjak et al. (2011) har fx vist, at produktionen af OTA pa
agarplader opbevaret ved 25°C falder fra 47 enheder ved 5% NaCl til 8 enheder
ved 10% salt.

0,1% K-sorbat gav fuldstaendig haemning af begge skimler efter badde 3 og 7 dage.
(Koch og Jacobsen, 2020).
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De testede fermentater kan reducere vaeksten af bade P. nordicum og P. brevicom-
pactum lidt, men har ingen effekt pa produktion af mycophenolsyre fra P. brevi-
compactum.

Det er interessant, at der ikke kan males ochratoksin i den anvendte spegepalse-
model pé trods af vaekst af P. nordicum. Arsagen kendes ikke, men kan méaske skyl-
des kombinationen af pH og saltindhold.

Effekt af maelkesyrebakterier i leverpostej
Folgende blev undersggt for antifungal effekt under lagring af leverpostej ved 5°C:
o maelkesyrebakterier pafert overfladen af en bagt leverpostej

De anvendte skimmel var:
e P nordicum DMRICC 9035 (ochratoksin)
e P brevicompactum DMRICC 9003 (mycophenolsyre)

De anvendte maelkesyrebakterier var:
e |b. sakei DMRICC 5032

e HOLDBAC YM-XPK LYO 500 DCU
e Sacco Ls.R.LP 37 (Lb. plantarum)

En kommerciel leverpostej blev hjemtaget direkte fra fabrikken. Overfladen blev
podet med 1 ml udvoksede malkesyrebakterier. Efter tgrring blev postejerne
punktinokuleret med skimmelsuspensionerne og lagret ved 5°C i 20 dage (aerobt
i plastposer). Skimmeldiameteren blev malt, og udvalgte praver blev analyseret for
indhold af ochratoxin og mycophenolsyre (Jacobsen, 2021Db).

Vaekstheemning
Anvendelse af de levende kulturer pa overfladen af en bagt postej gav ingen re-

duktion i veeksten malt som diameter efter 20 dages opbevaring i plastpose (ae-
rob) ved 5°C.

Toksinproduktion
Der blev ikke fundet ochratoksin i nogen af de analyserede praver, uanset om der
var tilsat fermentater eller kontrol-MRS.

Der blev fundet mycophenolsyre i kontrollerne uden maelkesyrebakterier. | lever-
postej podet med den levende kultur af Sacco LP37 var maengden af mycop-
henolsyre reduceret vaesentligt (fra 2863/1974 ppm til 10/<1 ppm; NB: bemaerk
stor variation i toksindata).

Toksinanalyserne viste, at der ikke var malbare maengder af ochratoksin i prgver,
som var podet med P. nordicum, og som blev analyseret.

| praver podet med P. brevicompactum blev der fundet starre eller mindre maeng-
der af mycophenolsyre. Der var meget stor variation mellem dobbeltbestemmel-

ser, men det kunne af resultaterne tyde pa, at postejer tilsat kulturen Sacco LP 37
pa overfladen indeholdt mindre mycophenolsyre end kontrolholdene.
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Effekt af maelkesyrebakterier i spegepwlser (minispegepglser)
Metode Der blev fremstillet minispegepalser af to forskellige farser:

1) 2% salt, 0,8% dextrose, 100 ppm nitrit

2) 3,5% salt; 1,3% dextrose, 100 ppm nitrit

Palserne blev fermenteret ved 24°C i 2 dggn. Herefter (pa dag 3) blev temperatu-
ren justeret til 18°C og derfra til 16°C, hvor pglserne blev terret, indtil der blev op-
naet 20% svind (ca. 2 uger). Forsagene blev gennemfart over to omgange (I og Il).

Svindet blev malt lzbende ved vejning, og pH blev malt pa dag 0, dag 2 og ved
20% svind (ca. 2 uger).

Farsen blev podet med kulturerne lige far stopning i collagentarm med 20-25 g
pr. palse. Efter stopning blev pglserne inokuleret pa midten med et stik med en
podendl uden gje. Der blev anvendt ufortyndet sporesuspensionsoplgsning af:

P. nordicum DMRICC 9035 (ochratoksin) og P. brevicompactum DMRICC 9003 (my-
cophenolsyre).

Skimmelveekst blev malt pa dag 5 og dag 20.

Toksinproduktion blev malt pa dag 20. Palserne blev delt i 2 fraktioner:
a) skindet

b) resten af palsen

Den anvendte detektionsmetode for mycophenolsyre og ochratoksin havde en
kvantificeringsgraense pa henholdsvis 2 ppb og 1 ppb.

Folgende stammer/kulturer blev testet:

e Lactobacillus sp. DMRICC 2223 (1)

e Lb sakei DMRICC 5032 (1)

e Lbsakei DMRICC 5025 (Il)

e Lb sakei DMRICC 0045 (Il)

e Lb collonoides DMRICC 4301 (II)

e Holdbac YM-XPK LYO 500 DCU (25 mg/100g) (1)

e Bitec LS-25 (25 mg/100g) (1)

e Chr. Hansen Bactoflavor Flora Italia (25 mg/100 g) ()
e BioPrime SG48 safe top (Meat cracks) (I)
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Resultater samlet

- pH-fald

-veekstheemning

-mycophenolsyre

Side 12
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F|gur 5. l\/llmspegepzlser anvendt t|| stud|e af kulturers anufungale effekt under fermente-
ring og terring.

Alle afpravede kulturer kunne szenke pH i palserne til mellem 4,7 og 5,0 pa dag 2.
Kun Lb. sakei DMRICC 0045 havde ikke tilstraekkelig syrningseffekt (pH 5,5). Efter 2
dage var syrningen hurtigst i fars 1, selvom den indeholdt mindre glukose. pH-fal-
det i fars 2 var lidt mindre efter 2 dage, da fermenteringen formodentlig gik lidt
langsommere pga. det hgje saltindhold i fars 2. Efter 15 dage steg pH med alle
kulturerne; dette skyldtes formodentlig skimmelvaekst. Holdbac YM-XPK LYO var
den kultur, der var bedst til at holde pH lavt.

Ingen kulturer kunne fuldstaendigt haemme skimmelvaeksten.

Kulturerne Holdbac YM-XPK LYO (1), Bitec LS-25 (1), Chr. Hansen Bactoflavor Flora
Iltalia (I) og BioPrime SG 48 (ll) reducerede vaeksten af P. nordicum med ca. 20-50%
ved endt produktion (20% svind).

Kulturerne Holdbac YM-XPK LYO (I); BioPrime SG 48 (ll) og Lb. sakei DMRICC 5025
(kun fars 2) (Il) reducerede veeksten af P. brevicompactum med ca. 25-70 % ved
endt produktion (20% svind).

Holdbac YM-XPK LYO og BioPrime SG48 havde begge en vis heemmende effekt pa
de to penicilliumarters vaekst pa minispegepglserne (Jacobsen og Koch, 2021).

Kulturen BioPrime SG 48 havde den bedste haeemmende effekt pa P. nordicum. Ef-
ter 15 dages produktion var vaeksten (diameter af skimmelkolonien) reduceret
med 50% i forhold til pglser med mest skimmelvaekst (Jacobsen, 2021¢).

Vaeksten af skimlerne var ikke ens i de to forsgg. Diameteren pa dag 20 var min-
dre i forseg Il end i forseg I. Der blev ikke fundet nogen forklaring pa dette.

For P. brevicompactum var der sammenhang mellem vaekst og produktion af my-
cophenolsyre; mere vaekst gav sterre maengde mycophenolsyre. Maengden af my-
cophenolsyre var sterst i skindet, mens der var 4 til 10 gange mindre i pglsefarsen
(Jacobsen og Koch, 2021).
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Indholdet af mycophenolsyre var hgjt i alle skindpraver, bortset fra fars 2 tilsat
kultur DMRICC 5025 og BioPrime SG 48 (Jacobsen, 2021¢). De kulturer, som redu-
cerede mangden af mycophenolsyre i mindst en fars, var: Bitec LS-25, Lb. sakei
DMRICC 5032, BioPrime SG 48, Lb. sakei DMRICC 0045 og Lb. sakei DMRICC 5025.

-ochratoksin  Ochratoksin A-dannelse hos P. nordicum synes ikke at vaere direkte relateret til
veekst. Der var meget stor variation i toksinmangden mellem prgver, der burde
vaere ens. Arsagen hertil er ukendt. | langt de fleste praver var der ingen eller gan-
ske lille produktion af ochratoksin. Kun en enkelt prgve havde et hgjt indhold i
skindet, mens indholdet i selve pglsefarsen var naesten 100 gange mindre (Jacob-
sen og Koch, 2021, Jacobsen, 2021¢).

Figur 6. Minispegepglser podet med P. brevicompactum. Fra venstre: BioPrime SG 48 dag 6
og dag 15; Lb. collonoides DMRICC 4301 dag 6 og dag 15.

Sensorisk bedgmmelse af spegepalser produceret med antifungale kultu-
rer

Metode Baseret pa screening og minispegepalseforsggene blev falgende kulturer valgt til
test af, hvordan de pavirker kvaliteten af fermenterede spegepalser (pH-fald og
smag).

Sacco LP37

Danisco HOLDBAC YM-XPK
BioPrime SG48

DMRICC 5025

De blev testet alene og sammen med Flora Italica (Chr. Hansen-stamme, som ikke
havde effekt i screeningsassay).

Kvalitet 2 kulturer (Sacco LP37 og DMRICC 5025) gav ikke et gnsket pH-fald i spegepal-
serne, nar de blev anvendt alene. Disse spegepaglser blev derfor ikke bedgmt sen-
sorisk. I kombination med en traditionel starterkultur fik pelserne det gnskede
pH-fald. De bedgmte spegepglser havde et acceptabelt pH-fald og svind. Ligele-
des var tekstur, lugt og smag acceptable. Den opndede smag var meget ens, og
kun kulturen Bioprime SG48 adskilte sig i lugt/smag ved at have en mere fermen-
teret/sgd/vad treelugt, bade alene og sammen med en traditionel starter (serie 3
og 7 ifigur 7) (Jacobsen, 20214).
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Spegepglse smag
Salt. 15 Spegepeglse lugt

Fasthed

Kul /bal rpget...

Sejhed ved 1. bid Tyggetid
) _— ygg

Syrlig smag Sed / vad tree...

Mangden af... Spd/ vad tree lugt**

Kul /Bal rgget lugt T@rhedsgraden af...

Bitter Syrlig lugt
Bismag
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 6
Serie 7 Serie 8 Serie 9

Figur 7. Smagsbedgmmelse af spegepalser med korrekt pH-fald indenfor 48 timer. Serie 3
(BioPrime SG48) adskilte sig ved at have en s@d/vad traelugt jf. det sensoriske panel. Af
DMRI-eksperter blev den ogsa karakteriseret som fermenteret/sydeuropaeisk.

Konklusion De testede kulturer gav acceptabel kvalitet. Dog skal kulturerne Sacco LP37 og
DMRICC anvendes sammen med en kultur, der syrner produktet lidt hurtigere.

Antifungal effekt i spegepalser
Metode Spegepwalser, identiske med dem, som blev anvendt til sensorisk bedgmmelse,
blev i laboratoriet podet med skimmel og faerdigterret der.

Skimmelveeksten blev malt (diameter af kolonien) under tarringen, og ved endt
produktion blev pglserne analyseret for ochratoksin og mycophenolsyre. Spege-
polserne blev delt lige under omradet med skimmelvaekst samt i et omrade 1-2
cm vaek fra skimmelvaeksten. Skindet med mycelium blev ikke analyseret.

Figur 8. Pilot plant producerede spegepalser. Tv: Palserne blev podet pa dag 6 efter stop-
ning (3 dages fermentering, tarring ved 16°C og let regning dag 5). Th: skimmelvaekst ved
endt produktion. Pglserne blev anvendt til toksinanalyser.
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Toksinproduktion — Analyser for toksin og sekundeer metabolit blev lavet pa en skive spegepalse udta-
get lige under skimmelkolonien samt pa en skive skaret 1 cm fra skimmelkolonien.

Ochratoksin
Der blev ikke fundet ochratoksin i nogen af de analyserede pregver. Detektions-
graensen for analysen er 0,2 ppb (ug/kg).

Graensevardien for svinenyrer er 25 ppb i Danmark. Italien har en graenseveerdi
pa 1 ppbiterrede kadprodukter.

Mycophenolsyre
Der blev fundet mycophenolsyre i en koncentration pa 1,7-2,2 ppb i 5 af 72 pre-
ver. Alle andre prgver indeholdt ikke mycophenolsyre.

De positive praver var tilfeeldigt fordelt, og der var ikke systematik i, om de kom fra
et stykke palse med skimmel eller fra et stykke palse, hvor der ikke havde vaeret
skimmelveekst. Niveauet af mycophenolsyre var lavt og teet pa kvantificerings-
graensen, som var 1 ppb (Jacobsen, 2021d).

Konklusion Resultaterne viser, at spegepaglser tillader vaekst af skimmel, men der kan ikke pa-
vises ochratoksin og kun meget sma maengder af den sekundaere metabolit my-
cophenolsyre i produkterne.

Dette er i overensstemmelse med tidligere projektresultater (2004-2008, se ne-
denfor), hvor der heller ikke kunne detekteres ochratoksin i spegepglser. Kun i et
enkelt forsag blev der efter 4 maneders lagring fundet ochratoxin i palseskindet
med massiv vaekst. | spegepalser podet med P. brevicompactum blev der efter 2%
maneds lagring fundet mycophenolsyre i spegepalsen.

Skimmel i keadprodukter (2004-2008)
Forekomst af Studiet undersggte forekomst af skimmel i produktionsmiljget pa forskellige virk-
skimmel i kadpro- somheder, i forskellige afdelinger og pa forskellige arstider. Der blev dels analyse-
dukter og produk- ret overflader ved svabring af 20 cm? samt nedfald pa agarplader (64 cm?) i 2 ti-
tionsmiljo mer.

Screeningen (n=146) viste denne fordeling i niveauet af skimmel i produktionsmil-
jeerne (n=146):

46% indeholdt <0,7 log cfu/20 cm? hhv. 0 CFU/2 timer
35% indeholdt 0,7-1,7 log cfu/20 cm? hhv. 1-5 CFU/2 timer
7% indeholdt 1,8-2,7 log cfu/20 cm? hhv. 6-10 cfu/2 timer
12% indeholdt >2,7 log cfu/20 cm? hhv. >10 cfu/2 timer

Skimmel blev ofte fundet i kgletunneller med hgj ventilation, reggeneratorer, ro-
gesmuld, regekamre samt vaskeanlaeg, hvor forurenet udstyr m.v. blev handteret.
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Om efterdret indeholdt luften uden for virksomhederne store maengder skimmel-
sporer, iser Cladosporium. Det betad, at luften i produktionslokalerne indeholdt
flere skimmelsporer om efterdret end i foraret.

Fra produkterne blev der hyppigst isoleret Penicilliumarter af mange forskellige
slags, og antallet var naesten konstant over dret (Serensen et al., 2008).

Projektets formal var at belyse, hvilke forhold under produktion som kunne hin-
dre vaekst af skimlerne, men ogsa at se pa om eeteriske olier (krydderier) kunne
have en skimmelhaemmende effekt.

Et litteraturstudium viste, at der er publiceret mange artikler om veeksthaem-
mende effekt af krydderier og krydderiolier. Nogle af de hyppigt undersagte er: ti-
mian, nelliker, salvie, kanel, laurbaer, rosmarin, citrongraes, citronmelisse, lavendel|,
sennep, oregano og basilikum. Effekten af krydderierne er primeert testet pa agar,
hvor den skimmelhaammende effekt ses ved koncentrationer pa 500 ppm til
>2000 ppm (oplast). Flere olier har bedre effekt i luftform fx sennep, hvor en kon-
centration pa 1 pl/l har effekt. Kun fa forsgg er gennemfart i levnedsmidler. Gene-
relt viser disse forsgg, at effekten er begraenset.

Timian, nelliker og kanel er fx testet i kagedej, men med begraenset effekt. Af und-
tagelser skal dog naevnes sennepsolie, som har god effekt mod skimmelvaekst pa
rugbred og MA-pakket ost.

Under litteraturstudiet er forskellige andre forbindelsers skimmelhaemmende ef-
fekt ogsa vurderet. Litteraturen viser bl.a., at pakkegassen kan bruges til at redu-
cere vaekst af skimmel. Anbefalingen er at sikre sa lav restiltkoncentration som
muligt. Jo hgjere CO,-koncentration, der anvendes, des bedre haamning opnas. En
anden mulighed er starterkulturer. En del lactobaciller heemmer skimmel pa agar.
Effekten skyldes bakteriociner og lav-molekylaere forbindelser, men resultaterne
er ikke eftervist ved produktforsaeg.

Organiske syrer som laktat og acetat har begraenset effekt. Propionsyre er godt |
dej/brad, men ikke i pglser, og K-sorbat er godt i kedprodukter.

Andre forbindelser som fosfater (SPG, TSSP, SAPP, Brifisol 414) hindrer produk-
tion af aflatoksin i agar, men dyppes frankfurter i fosfat-oplasninger, har det ingen
effekt, og for fosfaterne SAPP og TSPP gges toksindannelsen. Ethanol har nogen
effekt i laboratoriemedier, men der er ingen test, som viser, om det har effekt i
levnedsmidler og produktionsmiljger. Regaroma har god effekt. P4 agarplader er
effekten bedre end 2,5% K-sorbat og 3% propionsyre.

Baseret pa litteraturstudiet er anbefalinger til haemning af skimmelveekst:

e pH-fald til under 5,0 pd 3 dage og terring under produktion af spegepalser
e Overfladebehandling med K-sorbat
e Overfladebehandling med rgg
e Ingenilti pakken og hgj CO,-koncentration
(Koch, 2008a)
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Vaekst under 2-3 ugers produktion af spegepalse

En raekke forsgg blev gennemfart i DMRI's pilot plant for at fastleegge betydningen
af forskellige produktionsprocesser og recepter. Den samlede konklusion er, at
skimmelvaekst kan styres ved at sikre et hurtigt pH-fald til under 4,8-5,0 pa 2-3
dggn kombineret med en hurtig indledende tgrring under 2-3 ugers produktion
af spegepalse.

| spegepolser med pH >5 og langsom indledende tarring uden rag er der trods
vaekst af skimmel ikke pavist mykotoksin i faerdigvarerne efter 2-3 ugers produk-
tion.

Udblgdning af tarme i K-sorbat (5%) samt regning pa fx dag 2 og 4 haammer
vaekst af skimmel under 2-3 ugers produktion af spegepgalse.

Det vigtige er at sikre tarre overflader, idet kondens og fugtige overflader pa spe-
gepolserne gger risikoen for vaekst af skimmel under tarring og regning

Ligeledes er det effektivt at vaske skimmelmyceliet af, s& snart det kan ses. Det re-
ducerer maengden af toksin markant.
(Jacobsen, 2007a)

Undersagelser, som danner baggrund for ovenstdende anbefalinger, er baseret
pa pilot plant studier af veekst af Penicillium brevicompactum og Penicillium nordi-
cum. | det fglgende uddybes forsggene lidt:

Vaekst af Penicillium brevicompactum kunne hindres pa 3 forskellige palserecepter
under produktionen, nar syrningen i lgbet af 2 dagn naede ned til omkring pH
4,5-4,7, og tarringen forlgb med et svind pa lidt mere end 1% i dagnet. | et tidli-
gere forsgg, hvor der var kraftig vaekst af P. brevicompactum i lgbet af 6 dage, var
der kun et pH-fald til 5,2 i Igbet af 2 dggn. En hurtig syrning til pH under 5 er der-
for tilsyneladende vigtig for at undga skimmelvaekst. Af de 3 palserecepter: stan-
dard (A), fedtfattig (B) og fedtfattig med kartoffelflager (C), var det C, der gav den
kraftigste skimmelvaekst under aerob lagring ved 4-5°C. Dette skete, selvom re-
cept C havde et meget lavt pH pa 4,0, men arsagen kan veere, at recepten inde-
holdt stivelse, som er et godt vaekstsubstrat for mange skimler. Recept A havde
den mindste skimmelvaekst, og dette kan skyldes, at denne havde den hgjeste salt
i vand-koncentration med 11,4% (feerdigvaren) (Jacobsen og Koch, 2008a).

Et andet forseg viste, at syrning til pH 4,6 eller 5,0 pa 2-3 dage ikke hindrede
vaekst af P. brevicompactum.

Anvendelse af rog eller sorbat udsatte skimmelvaeksten, men forhindrede den
ikke. Den eneste kombination, som hindrede vaekst af P. brevicompactum, var syr-
ning til pH 4,6 samt brug af rag og K-sorbat til overfladebehandling.

Spegepwlser med synlig vaekst blev analyseret for mycophenolsyre. Analyserne vi-

ste, at der ikke blev dannet mycophenolsyre (<1 ppb) under de 2 ugers produk-
tion af spegepglserne (Koch, 2008d).
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Penicillium nordicum voksede ikke frem under produktion af de 3 forskellige spe-
gepglser, hvor syrningen i lgbet af 2 dggn ndede ned til omkring pH 4,7-4,5, og
tarringen forlgb med et svind pa ca. 1,3% i degnet (recept A, standard), 2,6% (re-
cept B, lavt fedt) og 3,7% (recept C, kartoffelflager) (Koch og Jacobsen, 2008).

Et andet forsgg viste, at syrning til pH 4,6 eller 5,0 ikke hindrede vaekst af P. nordi-
cum.

Anvendelse af rag eller sorbat udsatte skimmelvaeksten, men forhindrede den
ikke. Den eneste kombination, som hindrede vaekst af P. nordicum, var syrning til
pH 4,6 samt brug af reg og K-sorbat til overfladebehandling.

Spegepwalser med synlig vaekst blev analyseret for ochratoksin. Analyser viste, at
der ikke blev dannet ochratoksin (<1 ppb) under de 2 ugers produktion af spege-
polserne (Koch, 2008d).

| forsggene ovenfor er produkter med skimmelvaekst blevet analyseret for indhold
af ochratoksin og mycophenolsyre. Ved endt produktion pa 2-3 uger blev der
trods synlig vaekst ikke pavist toksin. Arsagen hertil er ukendt.

Vaekst under lagring af spegepwlser og leverpostej
Nogle af ovennavnte produktioner blev lagret i 272-4 maneder ved 4-5°C,

Resultaterne viste, at K-sorbat anvendt som en 5% oplasning i opbladningsvandet
til fibertarme ved produktion af spegepalserne kunne forhindre, at P. brevicom-
pactum begyndte at vokse frem under en 2% mdr. lagring ved 4°C. Det er en ef-
fektiv behandling, da kontrolholdet for fx recept C (kartoffelflager) og B (lavt fedt)
var helt overvokset med skimmel, og kontrolholdet for recept A (standard) var
50% overvokset.

Sennepsolietilsaetning til opbladningsvandet var ikke naer s& effektiv som K-sorbat,
men gav en vis hamning af skimmelvaksten.

Regning var i dette forsgg naesten lige sa effektiv som K-sorbat.

(Jacobsen og Koch, 2008a)
Spegepalser med kraftig skimmelvaekst efter 2%, maneds lagring ved 4-5°C blev
analyseret for mycophenolsyre. Disse polser indeholdt mycophenolsyre. De hgje-
ste koncentrationer blev fundet i skind og den ydre del af palserne (maks. 20.086
ppb). | centrum blev der kun fundet sma maengder (<1 ppb til 4253 ppb) (Jacob-
sen og Koch, 2008a).

| forsgget med recept A, B og C (se ovenfor) blev pglserne efter endt produktion
lagret ved 4-5°C (Koch og Jacobsen, 2008a).

Den kraftigste skimmelvaekst blev fundet pa spegepalse C (kartoffelflager, laveste
pH pa 4,2). Arsagen kan veere, at recepten indeholdt stivelse, som er et godt
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veaekstsubstrat for mange skimler. Recept A havde den mindste skimmelvaekst,
hvilket maske kan skyldes, at denne havde den hgjeste % salt i vand.

K-sorbat anvendt som en 5% oplasning i opbladningsvandet til fibertarme ved
produktion af spegepolserne kunne forhindre, at P. nordicum begyndte at vokse
frem under en 4 maneders lagring ved 4-5°C.

Sennepsolietilsaetning til opbladningsvandet var ikke helt s& effektiv som K-sorbat,
men gav en del haemning af vaeksten af P. nordicum.

Regning haemmede ogsa veeksten af P. nordicum, men ikke s& effektivt som K-sor-
bat, idet rggning ikke havde 100% inhiberende effekt pa alle 3 recepter.

Vask i saltvand var ogsa effektivt til at reducere den synlige vaekst pa alle recep-
terne.

De kemiske analyser viste, at der ikke blev produceret ochratoksin under aerob
mellemlagring ved 4-5°C til trods for, at der var vaekst af P. nordicum (Koch og Ja-
cobsen, 2008a).

Spegepalser syrnet til pH 4,6, reget pa dag 2 og dag 4 og tarret 30% resulterede i
ingen vaekst af P. nordicum og P. brevicompactum under produktionen pa 2-3 uger.
Ved endt produktion blev spegepalserne opbevaret 2-3 maneder i en plastpose
(aerob) ved 20°C. | prever podet med P. nordicum blev der pavist 1-4 ppb ochra-
toksin A i palseskindet. | de spiselige dele af palserne blev der ikke pdvist ochra-
toksin A (<1 ppb). Der blev ikke analyseret for mycophenolsyreindhold i palser po-
det med P. brevicompactum (Koch, 2006).

Pakning af leverpostej i iltfri atmosfaere med enten 100% N> eller 20/80% CO2/N;
kunne forhindre skimmelveaekst i podede prgver pa en kommercielt fremstillet le-
verpostej lagret ved 5°C og 8°C i 4 uger. Hvis postejen var pakket i atmosfaerisk
luft, var der synlig skimmelvaekst efter 6 dages lagring ved 5°C eller 8°C. Bade P.
nordicum og P. brevicompactum kunne vokse pa postejen pakket i atmosfaerisk luft
(Jacobsen, 2007¢).

Baseret pa ovenstaende forsgg blev falgende anbefalinger givet:

o |Itfri pakning og kaling mindsker eller hindrer vaekst af skimmel.

e Brug af stivelse i farsen ager vaekst af skimmel under aerob mellemlagring pa
kal.

e Udblgdning af tarme i K-sorbat (5%) hindrer vaekst af skimmel under aerob
mellemlagring pa kal.

e Rggning i kombination med hurtigt pH-fald hindrer vaekst af skimmel under
aerob mellemlagring pa kal.

e Kraftig skimmelvaekst efter 2-3 maneders mellemlagring af forsegsspegepal-
ser medfgrer, at der dannes mykotoksiner i produkterne. Ochratoksin blev
kun fundet i skindet og den yderste overflade. Metabolitten mycophenolsyre
blev fundet i starst maengde i skind og den yderste overflade samt i lave kon-
centrationer i midten af pglsen.
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fteriske olier og flydende rag til heemning af skimmel

Litteraturstudiet havde vist, at sennepsolie kan haemme vaekst af skimmel. Derfor
blev to japanske produkter (plastlabels pafgrt wasaouro) testet for haemning af
skimmelvaekst. Ingen af de to typer wasaouro-labels kunne reducere skimmelvaek-
sten fra hverken P. nordicum eller P. brevicompactum i leverpostej med den embal-
lagetype, der blev anvendt i forsgget.

De maengder af wasaouro, som blev anvendt i dette forsgg, gav en afvigende
smag i leverpostejerne. Smagen blev beskrevet som en prikkende/stikkende efter-
smag.

Det blev konkluderet, at sennepsolie ikke er egnet til at beskytte kgdprodukter
mod skimmelvaekst, nar de er pakket i atmosfaerisk luft og en iltgennemtraengelig
emballage (plastldg og wrap) (Jacobsen, 2008a).

Eddikesyre og sennepsolie kunne heller ikke hindre vaekst af P. nordicum og P. bre-
vicompactum pa overfladen af urgget bacon opbevaret aerobt ved 15°C.

Eddikesyre (40 pg/cm?) havde ingen vaeksthaemmende effekt pa P. nordicum og P.
brevicompactum under 3 og 7 dages aerob inkubation ved 15°C.

Sennepsolie (0,2 ug/cm?3) havde ingen vaeksthaeemmende effekt pa P. nordicum un-
der 3 og 7 dages aerob inkubation ved 15°C. Sennepsolie (0,2 ug/cm?) hindrede
veekst af P. brevicompactum efter 3 dages aerob inkubation ved 15°C, men efter 7
dage var der ingen effekt af sennepsolien (Koch, 2008¢).

Brug af traditionel rgg i regovne har en haemmende effekt pa vaekst af skimmel pa
overfladen af spegepaglser (se ovenfor). En tilsvarende effekt er vist ved brug af
atomizer-rgg. Forsggene viste en god inhiberende effekt af medium og meget rag
efter 8 dage, men den bedste effekt var ved meget rgg. Ved dag 16 var effekten
den samme, og skimlen begyndte at vokse pa spegepalserne (Christensen, 2018).

Fiur 9. Spegpzlser podet med P. brevicompactum ved dag 8 inden anden raggning. Ven-
stre: reference; midt: medium rgg; hejre: meget rgg (Christensen, 2018).
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Veekst og toksinproduktion pa terrede skinker

Friske, saltede og udlignede skinker blev podet med skimmel. De to penicilliumar-
ter voksede begge hurtigt frem pa de podede skinker under tarreprocessen. Efter
4 dage var der synlig vaekst. Nar skinkerne ikke blev vasket eller dampsuget, dan-
nede penicillierne hhv. ochratoxin og mycophenolsyre.

Der blev fundet meget sma maengder ochratoksin A i overfladefraktionen af de
ikke-vaskede skinker podet med P. nordicum. Koncentrationen var ca. 2 ppb bade
efter tgrring og efter modning. Alle de vaskede eller dampsugede skinker podet
med P. nordicum indeholdt <1 ppb ochratoksin A.

P& skinkerne dannede P. brevicompactum den sekundaere metabolit mycophenol-
syre i overfladefraktionen, nar den voksede. Vask i 4% saltvand reducerede
mangden af mycophenolsyre med 30-50% under tgrreforlgbet. Dampsugning
havde ingen tydelig effekt, hvorimod vask i 10% K-sorbatoplgsning reducerede
mycophenolsyreindholdet til 10-15% af indholdet i de ikke-vaskede prgver. K-sor-
bat forhindrede, at skimlen begyndte at vokse igen efter vasken. Ved endt tgrring
blev der ikke fundet mycophenolsyre af betydning i mellemfraktionen af skin-
kerne.

Skinkerne blev eftermodnet i en maned i vakuumpakning, men i nogle pakker
holdt vakuummet ikke, og der blev dannet store maengder mycophenolsyre under
modningen i hold, der ikke var vasket, og i hold, der var dampsuget. Det er derfor
vigtigt, at skimlen er fiernet inden eftermodningen, s& skimlen ikke kan vokse un-
der denne lagringsperiode. | de modnede skinker blev der ogsa malt mycophenol-
syre i mellemfraktionen af skinkerne undtagen i hold, der var vasket i K-sorbatop-
lgsning. Sorbinsyre kunne males i savel overflade som mellemfraktion i de hold,
der var vasket med en K-sorbatoplgsning (Jacobsen, 2007Db).

Udblgdning af tarme eller overfladebehandling af tarrede produkter med K-sor-
bat kan betyde, at de feerdige produkter skal maerkes med E-nr. Det skyldes, at
stofferne som kan males i faerdigvaren, og der have en effekt skal maerkes.

Hvis saltede skinker forurenes med skimmel, kan disse vokse frem under tarre-

processen. Vaeksten af skimmel kan hindres ved forskellig overfladebehandling.

e Vaski4% saltvand reducerer vaeksten og mangden af mycophenolsyre, som
dannes.

e Vaski10% K-sorbat er mere effektiv end vask i 4% saltvand til at hindre vaekst
og mindske maengden af mycophenolsyre.

e Vask sikrer, at der ikke dannes malbart ochratoxin i skinkerne

Rengaring og desinfektion

Skimmel tilfares ofte produktionsmiljget via luften. Af litteraturen fremgar det, at
forekomst af skimmel kan mindskes ved at styre luftflowet i produktionsmiljget og
ved at sikre, at indblaesningsluften filtreres. For at rense luften for skimmelsvampe
bar der anvendes filtre af F7/EU7-kvalitet eller finere. Hvis der er plads i
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filterkassen, kan det vaere en fordel at montere et grovere og billigere filter, fx af
G3/EU3-kvalitet foran et F7/EU7-filter. Nogle skimler etablerer sig muligvis i pro-
duktionsmiljget eller tilfares via ingredienser eller hjaelpestoffer.

For at undga for meget pres pa produktionsprocessen anbefales det derfor at
undgd for store maengder skimmel i de rdvarer og ingredienser fx krydderier, som
anvendes til produktion af tarrede skinker og spegepalser. Arsagen er, at produk-
terne ikke gennemgar en varmebehandling, som inaktiverer skimmelsporer. Et
forslag til greenseveerdi for skimmel i ingredienser til fermenterede hhv. tgrsaltede
produkter er <1000 cfu/g.

Desuden bar det sikres, at der ikke anvendes ravarer og ingredienser, som inde-
holder mykotoksiner fx kad fra dyr fodret med korn, hvor der har veeret vaekst af
skimler fx P. verrucusum, der kan danne ochratoxin, eller krydderier, vegetabilier
og andre ingredienser, hvor skimmel har vokset og dannet toksiner.

Med udgangspunkt i det begreensede antal publikationer omhandlende desinfek-
tionsmidlers effekt mod skimmel ser det ud til, at Rodalon (QAC, benzalkanium
chlorid) samt klor er de midler, der har den bedste effekt mod skimmel. MEN de
anvendte koncentrationer af klor er meget hgje i forhold til det, der i dag anven-
des industrielt. Ved den daglige desinfektion anvendes kun ca. 200 ppm klor
(0,16% af en 12,5% oplasning), og ved kraftig desinfektion kan koncentrationen
gges til 600 ppm.

Det bedste desinfektionsmiddel med effekt mod skimmel er sdledes Rodalon
(QAC, benzalkanium chlorid, som er identisk med alkyl-dimethyl-benzyl-ammo-
nium-chloride).

Det skal bemzerkes, at alle forsggene er gennemfart i suspensionsassay og ikke
pa overflader. Generelt geelder, at suspensionstest giver vaesentligt starre drabs-
effekt af desinfektionsmidlerne end overfladeassay. Derfor er det et krav, at der
skal gennemfgres overfladeassay, nar effekten af nye desinfektionsmidler skal do-
kumenteres (EN 13697:2001). Virksomhederne skal derfor vaere opmaerksomme
pa, at der skal foreligge dokumentation for effekt i overfladeassay, nar der veelges
midler til desinfektion (Koch, 2008b).

Anbefalinger/Perspektivering

| det fglgende samles konklusioner fra de gennemferte forseg pa DMRI i en raekke
anbefalinger og vurderinger af risiko for forekomst af ochratoxin som falge af
vaekst af P. nordicum samt mycophenolsyre fra P. brevicompactum.

Meelkesyrebakteriers haemmende effekt: Maelkesyrebakterier producerer metabolit-
ter, som kan reducere vaeksten af skimmel. Men vaeksten kan ikke elimineres. Der-
imod viser undersggelser fra flere projekter og forsgg, at produktionen af ochra-
toksin og mycophenolsyre haemmes kraftigt, sa der kun kan pavises ochratoksin i
spegepolseskindet og ikke i den spiselige del af spegepalsen. Produktionen af my-
cophenolsyre er ligeledes kraftig haemmet og ses stort set kun i produktets over-
flade.
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Pakkegas: Pakning uden ilt reducerer vaekst af skimmel, men kan ikke hindre
vaekst.

Sorbat: Udblgdning af tarme i K-sorbat er effektivt til at hindre vaekst af skimmel
pa overfladen af spegepalser. Kan ogsa med fordel anvendes til vask af spegepal-
ser med skimmelvaekst. Bemzerk, at brug af sorbat skal maerkes, hvis der er mal-
bare koncentrationer i feerdigvaren.

Andet: Resultaterne fra de gennemfarte forsgg i 2004-2008 samt i 2020-2021 vi-
ser, at der trods vaekst af skimlerne P. nordicum og P. brevicompactum pa overfla-
den af spegepalser ikke kan pdvises ochratoksin og mycophenolsyre i den spise-
lige del af produktet, med undtagelsen af mindre masngder mycophenolsyre.

Det vurderes derfor, at det ikke er ngdvendigt at kassere spegepglser med skim-
melvaekst; det vil veere tilstraekkeligt blot at bortskaere den del af produktet, hvor
skimlen vokser. Da der i nogle forsgg er fundet lidt ochratoksin i overfladen, anbe-
fales det at fierne produkt i en afstand pa 1 cm fra skimlen.

Det skal dog bemaerkes, at internationale screeninger for forekomst af ochratok-
sin i ked og kedprodukter viser, at der ved fund af ochratoksin kan males koncen-
trationer pa 0,2-5 ppb og helt op til 691 ppb (bilag A). | reviewet er der dog ingen
beskrivelse af fremstillingsprocedure, produktets opbevaring, pH eller vandaktivi-
tet. Noget tyder pa, at pH-faldet i palserne ikke er sd hurtigt som i dansk produce-
rede spegepglser, men dette er ikke verificeret.

Et af de spegepglseprodukter, der er malt ochratoxin i, er den spanske pglse
"salchichdn”. Dette produkt er kendetegnet ved langsomt pH-fald under salt-
ning/modning/tarring ved 12°C i 26 dage. Toksinproduktionen kunne males efter
14 dage, hvor pH fortsat var pH 5. Farst i slutningen af produktionen, som er pa
26 dage, blev der malt pH pa 4,7 (Delgado et al., 2021).

Rodriguez et al. (2015) viste i et agarsystem bestaende af salchichénpalse, at P.
nordicum ikke producerede ochratoxin A ved aw 0,87 og lagring ved 10°C. Ved aw
0,84 var der ingen OTA-produktion ved op til 30°C. | studiet blev vaekst og OTA-
produktion af P. verrucusum ogsa undersggt. Her viste resultaterne, at kun ved ay
over 0,902 og temperaturer over 10°C kunne der males OTA.

Mefta et al. (2018) testede, hvordan forskellige kombinationer af gaer, starterkultur
og skimmel kunne hindre produktion af OTA i et salchichdn-baseret agarsystem
(pH 5,3-5,5; aw 0,95 hhv. 0,98) opbevaret ved 15°C og 20°C i 14 dage. Studiet viste,
at skimlerne kunne vokse pa agaren, men der kunne ikke males OTA i substratet.
Det er uvist hvorfor. Desveerre er der ingen pH-malinger af mediet under de 14
dages inkubation. Den kommercielle starterkultur var Texel®ELCE Br (Danisco)
bestaende af Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus xylosus og Debaryomyces hansenii.
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Geisen (2004) viste i et studie pa laboratoriemedier, at produktionen af OTA fra P.
nordicum blev markant reduceret ved 15°C versus 25°C, og at der ved pH 4 var
vaesentlig mindre OTA-produktion end ved pH 5 og derover. Ligeledes blev det
vist, at saltkoncentrationen ikke har nogen vaesentlig betydning (bilag 2).

Det har sdledes ikke vaeret muligt fuldstaendigt at verificere hypotesen om, at sa
lzenge pH er under pH 5 i en fermenteret spegepalse, sa er der ikke risiko for pro-
duktion af OTA. Det er uvist, hvor graenserne for pH og temperaturer.

Maelkesyrebakteriers haemmende effekt: Effekten af maelkesyrebakterier er ikke te-
stet i saltede tgrrede skinker. Men det hgje saltindhold vurderes at ville heemme
evt. vaekst af maelkesyrebakterier, sa der ikke opnas en haemmende effekt overfor
skimmel. Forsgg fra 2004-2008 har ogsa vist, at nar skimmel far lov til at vokse (in-
gen vask eller ragning), kan der dannes toksiner. Koncentrationen er stgrst i over-
fladen.

Pakkegas: Effekten er ikke undersggt pa tarrede skinker; men det vurderes, at ef-
fekten er sammenlignelig med det observeret for spegepglser og leverposte;.

Sorbat: Vask med K-sorbat er effektivt. Kraever maerkning pa emballagen, hvis der
kan pavises sorbat i produktet.

Andet: Generelt er vask/bortskaffelse af synlig skimmelvaekst godt for at reducere
maengden af toksin i tarrede skinker. Metoden anbefales for at hindre/reducere
skimmeltoksiner i feerdigvarerne. Vask bar foretages, sa snart der er synlig hvid
overfladevaekst og skal efterfglges af tarring af overfladen evt. kombineret med
regning eller vask i K-sorbat.

Mcelkesyrebakteriers hceemmende effekt: Mzelkesyrebakterier har ingen effekt pa
haemning af skimmelvaekst. Enkelte maelkesyrebakterier kan reducere produktion
af mycophenolsyre.

Pakkegas: |Itfri pakning kombineret med kglelagring er effektivt.
Sorbat: Spray af overfladen er effektiv.

Andet; | studiet med massiv veekst af skimmel pa overfladen af en hel leverpostej
blev der fundet mycophenolsyre i produktet, men ved svag vaekst blev der ikke
fundet ochratoksin A.

Dette indikerer at afhaengig af, hvor kraftig skimmelvaekst der har veeret, kan et
fraskaer veere tilstraekkeligt til at fjerne skadelige mykotoksiner. Ved kraftig skim-
melvaekst skal leverpostejen kasseres.

Ved 5°C er vaeksten af P. nordicum meget langsom. Selv om det er generelt accep-
teret, at skimmel producerer mykotoksiner, nar de er presset fx ved darlige
vaekstbetingelser, viser projektets resultater, at der ikke kan males OTA trods svag
vaekst ved 5°C.
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Korte overordnede konklusioner
| det folgende gives helt korte anbefalinger for, hvordan kedprodukter sikres mod
mykotoksiner.

Spegepelser
e OTA produceres ikke i den spiselige del af traditionelle danske spegepglser

(pH<5), sd leenge pH ikke stiger

e Skindet med mycelium kasseres - kan indeholde lidt OTA

e Pletvis vaekst af skimmel kan skaeres veek (radius 1 cm fra kolonien), og resten
af spegepalsen spises

e Ved synlig (hvid overflade) under produktion vaskes overfladen ASAP (saltvand
eller sorbatoplasning), tar overfladen og tilfar evt. rgg. Nar vaekst kun er svag,
stiger pH ikke, og der produceres ikke OTA

Torrede skinker

e OTA er kun pavist i den gverste del af de tarrede skinker

e MPS kan pavises i hele skinken, men hgjest i overfladen

e Ved synlig (hvid overflade) under produktion vaskes overfladen ASAP (saltvand
eller sorbatoplasning), ter overfladen og tilfer evt. rag. Nar vaekst kun er svag
og kortvarig, ses ikke OTA, og MPS-indholdet er reduceret, men ikke elimine-
ret

e Fjernelse af skimmel er vigtig for at undga mugsmag (OBS: | nogle sydeuropae-
iske produkter gnskes skimmelsmag)

Leverpostej
e lItfri pakning og lagring ved 5-8°C reducerer vaekst og hindrer OTA-produktion

e Sorbat hindrer skimmelvaekst

e Skeer overfladen med skimmelvaekst i form af sma kolonier veek - 1 cm under
kolonierne. Resten kan spises, er fri for OTA. MPS kan pavises i op til 10 ppm

e Ved massiv skimmelvaekst kasseres leverpostej. Sensorisk uegnet til konsum

Opfelgning
Ochratoksin produceres iseer af Aspergillus ochraceus (A. ochraceus) men ogsa af
Aspergillus carbonarius samt Penicillium verrucosum og Penicillium nordicum.

| tidligere undersggelser har DMRI primeert fundet penicillier i danske kadproduk-
ter. Penicillier er blandt de hyppigst forekommende skimler i kalige lande, hvor-
imod Aspergillus oftere findes i varme lande. Derfor er studierne af danske spege-
palser gennemfart med P. nordicum.

For at styrke en beslutning om, at spegepglser med skimmelvaekst er sikre at
spise, dersom stykket med skimmel blot skaeres fra 1 cm over skimmelkolonien
(som for faste oste), vil det vaere interessant at fa belyst, om det ogsa gzelder, hvis
der har veeret veekst af andre ochratoksinproducerende skimmelstammer end
dem, der er testet i dette projekt.
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Det skal dog bemaerkes, at der i pilot plant-produktionen af spegepalser heller
ikke blev fundet mycophenolsyre i den spiselige del af spegepglsen. Dette indike-
rer, at den traditionelle danske produktion af spegepglser med fermentering ved
24°C og tarring ved 16°C med hurtigt pH-fald er effektivt til at hindre toksinpro-
duktion trods veekst af skimmel.

Hvis der kan seettes guidelines for, hvordan produktionen fx temperatur, pH-fald,
tarringsforhold og vandaktivitet kan reducere skimmelvaeksten sa meget, at der
ikke dannes mere toksin, end at fraskaer af den del af produkter med synlig skim-
mel er tilstraekkelig i forhold til fedevaresikkerhed, vil madspild og tilbagekald
kunne reduceres (som for harde oste, hvor anbefalingen blot er, at man fraskaerer
stykket med skimmelvaekst pa harde oste, FVST, 2021).

P& leverpostej med svag vaekst ved 5°C kunne der heller ikke pavises ochratoksin i
laget lige under vaeksten, som blev skaret fra.

Samlet viser resultaterne fra DMRI-forsggene, at OTA produceres i myceliet, hvor
der er massiv skimmelvaekst, og pH er over ca. 5. Ligeledes ses, at maengden af
OTA reduceres vaesentligt lzengere vaek fra skimmelkolonien. Og i spegepalser er
der ikke fundet OTA med undtagelse af i sma palser, som var helt overgroet og
"fordgjet” af skimmel, s pH var steget til over pH 6.

Sammenholdes det med det foresldede acceptable daglige indtag (se nedenfor),
vurderes det, at skimmelvaekst pd traditionelle danske spegepglser ikke udger en
risiko, og at det er sikkert at spise resten af en spegepalse, efter at stykket med
skimmel er skaret af i en omkreds af mindst 1 cm fra kanten af kolonien (figur 10).

WHO (2007) og EFSA (2006) har foreslaet et tolerabelt daglig indtag af OTA pa
100-120 ng/kg legemsvaegt.

EFSA (2006) har estimeret, at den ugentlige eksponering for OTA er ca. 15-60
ng/kg legemsveegt. Det er lavt i forhold til den foresldede graense pa 100-120
ng/kg legemsvaegt.

ltalien har en greenseveerdi for forekomst af OTA pa 1 pg/kg kedprodukt (cf San-
chez-Montero et al.,, 2019).

Kan spises Kasseres

Figur 10. lllustration af fraskaer 1 cm fra kolonien.
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Det er fortsat uvist, hvorfor der ikke er ochratoksin A i danske spegepglser. Hypo-
tesen fra dette projekt er, at det skyldes lavt pH i kombination med temperatur og
i mindre grad tarringen (lav aw). R@gprocessen er ogsa en medvirkende arsag til,
at skimler slet ikke far fat under produktionen. Men forsgget med kogte kadpalse-
skiver med aw 0,95 og pH 5 (8% salt/vand) lagret aerobt ved 20°C, hvor begge
skimler voksede, og der blev produceret mycophenolsyre, men ikke ochratoxin,
indikerer, at det er pH, som i kombination med temperatur og maske a, hindrer
produktion af OTA. De eneste forseg, der viste malbar OTA, er screeningen i mini-
spegepglser, hvor pH efter fermentering (24°C/2 dage) var under 5, men efter 15
dage med skimmelvaekst ved (16-18°C) blev der i pglser med pH 5,5- 6,6 fundet
OTA.
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Bilag 1

Ochratoxin A: Occurrence and carry-over in meat and meat by-products.
A Review Tolosa, J., Ruiz, MJ., Ferrer, E., Vila-Donat, P. (Rev. Toxicol (2020) 37: 106-110)

Table 1. OTA occurrence in meat and meat derived products {data from 2010 to 2020).

Catesory product Country Incidence Total Contents Total Contents Reference
sy : (%) mean=SD (po'ke) range (ug/kg)
L nr
Raw ham muscle :::: 512.} . 1(3];: 1.99-5.65
Dry-cured ham Ital 100 N 91 N 0'2? 2.58-332 Dall’Asta et al.,
Salami w - - 2010
Commercial dry-cured ham 76 098 £ 0.16 nr
Fermented sausages and dry- < Serensen et al.,
cured hams Europe 45 109 + 51 nr 2010
Game sausages 9333 <0.05 - 3.07 Markov et al
Semi-dry sausages Croatia 84 nr <0.05 - 3.28 ar 7"0‘13’ o
Fermented dry-meat products 54 <(.05-7.83 -
“Slavonski Kulen™ 568+ 158
Homemade Slavonian sausage 6.87+2.01
Homemade sausage Croatia : 63+1.5 nr Pleadin ct al.,
Smoked ham 451+0.11 2013
Smoked nibs 57025
Bacon 632 + 0.65
Poultry and games 0.2
Offal France - 02 o 5”2:37‘3“"'
French delicatessen meats 0.25 -
. . 1531 +3.11
Kljfif'c"ftp'g‘ 8.81+2.08
D 8 1351265
Heag PiD) 526+2.43
Sotomn 1o 5.81+ 162
Adipose tissue {}i:uigg) Croatia nr 439 .68 m Persictal,
5 2
Blood (pig) 635+ 249 2014
Cooked meat products (pig):
Blacllc_Pudti.ing.sausagcs 13.82 £ 3.12
e 13.38+3.83
9.13+2.78
Bseel luncheon - 3258 U36-5.3 Abg-righany &
Beef burger Eeypt 1 4.55 2776 Sallam, 2015
. . 078 £2.14 0.98-9.42
s .. 2
Dl 2R PSS i o 033 £0.82 1.56-3.16
P e 136 0.16 +0.39 0.97-1.29
- £337 2,23
Other prosciutto 133 1.82 £3.37 223995
Dr)\-‘-fcrmcn[ud sausa§cs: - 0.08 £ 0.30 0.95.1.57
Slavonski Kulen 5.7
Istrian type 7.1 0144053 L15-2.64 Pleadin et al
y Croatia ) 0.11 £0.40 1.07-2.35 N
Slavonian type 6.6 2015
Northern type 72 0.21 £ 0.81 0.99-5.10
- 0.07 +£0.26 0.95-1.23
Slavonian type 59 y b
Maorthern type nd n n
. 0.26 £ 0.79 1.12:3.13
11.1 d d
nd it n
10 0.5 0.5
China nd nd nd Zhao etal.
Pig liver nd nd nd -
Fresh salamis nd
Aged salamis Ttaly . Armorini et al.,
Sopréssa (typical Venetian (Veneto) ;‘g 209 0.06-103.69 2016
salami)
Swine muscle 20 0.88 0.88
Swine liver . nd nd nd ~ .
Chicken muscle China nd nd nd Caoetal, 2018
Chicken liver 20 1.05 105
. Merla et al..
als . 2 d
Salami Ttaly 10 392 1.14-691 2018
Salami Ttaly 13 051 £032 0.07-5.66 A“"‘E;'I;“‘ al,
Muscle (fresh) 0078 £ 0,011
Muscle (seasoned) 0.178 + 0.031
Backfat {fresh) Ital 100 0.085 + 0.025 ar Meucei et al.,
Backfat {seasoned) ¥ 0.204 + 0.069 2019
Salami 0.064 + 0.004
Mortadella 0.558 + 0.016
Dry fermented sausages nr 022217 Pleadin et al
Dry-cured meat products Croatia 9 nr 0.47-5.35 ¢ j“)“lf; H
Cooked 5 0.32-4.12 -
Pork dry-cured legs 43 145279 <1-99.1
Pork shoulder hams Portugal 18 6.6+62 =1-14.7 Rodrigues et al.,
Goat dry-cured legs ortuga nd nd nd 2019
Sheep dry-cured legs nd nd nd
Is sausages 47 0.25 £0.01 025
Slavonian sausages Croatia 259 0.27 £ 0.09 0.17-0.38 Kudumija et al.,
Kulenova Seka 2.7 0.26 £0.14 0.14-0.48
Special sausage nd nd nd
Tatri it 86 508+ 150 2.74-6.86
D_; ”_"[‘.‘_P“’““‘_.“iw 156 3.56+1.32 2.16-5.39
L Croatis 73 297+£0.20 274312 Zadravec et al.,
S came y roata 74 3.89 £0.35 164414 2020
Slavonian domestic
Kulenova Seka 8 314040 285342

nd: not detected.
nr: not reported.
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Bilag 2

Betyding af salt, pH og temperatur for OTA-produktion (Geisen, 2004)

Mol. Nutr. Food Res. 2004, 48, 532540 Molecular monitoring of ochratoxin A biosynthesis
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Figure 3. Expression of the otapksPN gene (shaded) and ochratoxin A production (hatched) by P. nordicum BFE487 after incuba-
tion on YES medium for 5 days at different parameters.
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