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1 Indledning

Projektet PlanteFerm, som er stgttet af PlanteFonden, har til formal at ege brugen af
fermenterede sidestreamme til forbedring af holdbarhed og fedevaresikkerhed af
gkologiske og konventionelle plantebaserede produkter. God holdbarhed er essentielt
for en rentabel produktion og distribution af plantebaserede produkter; ligesom
udnyttelse af sidestramme fra dyrkning af vegetabilier er et vigtigt element i fremtidens
fgdevareproduktion.

Projektet har undersegt forskellige ravarer (svampe, gulergdder, redbeder, hvidkal og
lpg) for at se, om den antimikrobielle effekt kan fas fra meget forskellige ravarer.
Svampene er endvidere valgt, fordi de ogsa vil kunne give et sensorisk laft til
plantebaserede produkter via deres kendte umamismag.

Projektets aktiviteter skal vise, hvor kraftig antimikrobiel aktivitet der er i de
fermenterede sidestramme, hvilke mikroorganismer der kan heemmes vakst af, og
hvordan den antimikrobielle aktivitet pavirkes af foraedlingsprocesser som fx
varmebehandling. Den antimikrobielle effekt undersgges i to forskellige fedevarer: en
frisk ready-to-eat-salat og en varmebehandlet gryderet.

1.1 Baggrund

Fermentering er en velkendt teknologi, hvor mikroorganismer omdanner en ravare til
en feerdigvare ofte med et lavere pH og en anden smag og konsistens. Under
fermentering danner starterkulturen forskellige metabolitter. Disse metabolitter kan
have antimikrobiel effekt og heemme vaekst af forskellige bakterier og skimmel.
Tvedemose Ingredients har indikationer p3, at et gulerodsfermentat kan forbedre
holdbarheden af brad. Teknologisk Institut har vist, at brug af gode bakterier i
fedevarer kan inaktivere eller haemme vaeksten af patogene bakterier
(biokonservering). Denne viden anvendes til at fastleegge, hvordan fermenterede
sidstremme fra svampe, lag, guleradder, hvidkal og redbeder kan anvendes til at
forbedre holdbarhed af plantebaserede fadevarer. | projektet er fermenterede
gulergdders effekt testet i coleslaw, og fermenterede svampe er testet i en gryderet.
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1.2 Formal
Formalet med denne rapport er at samle den opndede viden fra projektet i en
guideline med anvisninger til, hvordan fermenterede sidestremme kan:

e emballeres og distribueres uden at udggre en fgdevaresikkerhedsmaessig risiko og
sikre, at den antimikrobielle effekt bevares bedst muligt

e anvendes i ready-to-eat-salater, sa holdbarheden forlaenges, og kritisk vaekst af
patogene bakterier undgas i holdbarhedstiden

e anvendes i gryderetter, sa kritisk vaekst af sporedannende bakterier (patogene og
fordaervere) undgas i holdbarhedstiden

Derudover indeholder guidelinen anvisninger til, hvilken dokumentation der skal
indsamles, nar nye fermentater skal fremstilles og anvendes til konservering af
gkologiske planteprodukter.

2 Antimikrobiel effekt af plantefermentater

Fermentaternes antimikrobielle effekt er testet over for en raekke forskellige bakterier i
et agar-diffusionsassay. Som repraesentanter for fordaervelsesbakterier er
Pseudomonas og malkesyrebakterier undersggt, og blandt de patogene bakterier er
Listeria, Bacillus og Clostridium undersagt.

Desuden er plantefermentaternes stabilitet og holdbarhed undersggt under lagring pa
kal.

2.1 Heemning af bakterier

Ved brug af agar-diffusionsassay (figur 1) blev det undersagt, hvor kraftig heemning
forskellige fermenterede vegetabilier og svampe gav. Herved kunne de mest lovende
fermentater (dem med kraftigst effekt) udveelges til produktforsgg. | forsegene blev
bade den fast del og veeskedelen analyseret for antimikrobiel effekt.

| afsnit 4 og 5 er det undersegt, hvordan fedevarekomponenter pdvirker den

antimikrobielle effekt, og i dette afsnit beskrives betydning af varmebehandling, pH og
lagringstemperatur.
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2.1.1 Fremgangsmade

Bakterierne Pseudomonas spp., Leuconostoc mesenteroides, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus og Clostridium botulinum (psykrotrof, toksinnegativ) blev indstgbt i agar;
herefter blev et hul i agaren fyldt med mos af de fermenterede plantefermentater.

Agarpladerne med pH 6,8-7,0 hhv. pH 5,6-5,8, der var tilsat plantemos og bakterier,
blev inkuberet ved 10°C. Lebende blev bakterievaeksten afleest med fokus pa starrelsen
af det areal, hvor der ikke var vaekst af bakterierne (haemzoner) (figur 1). Ligeledes blev
det undersggt, om hamzonen kunne fjernes med proteaser og peptidaser.

Eksempler pa pasteuriserede plantefermentater er vist i figur 2.

Figur 1. Eksempel pa haemzoner (7: Pseudomonas, gulerodsfermentat; 11: Listeria,
champignonfermentat; 14: Pseudomonas, hvidkalsfermentat).

E - e T
venstre: gulergdder, hvidkal,

Figur 2. Eksempler pa pastéuriserede plantefermentater. Fra
redbeder, lag og svampe.
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2.1.2 Resultater

Resultaterne viste overordnet, at:

e Den antimikrobielle effekt var kraftigere ved pH 5,6-5,8 end ved pH 6,8-7,4
e Haemningen ikke skyldtes antimikrobielle peptider (bakteriociner)
e Jolengere fermenteringstid (lavere pH og mere syre) des bedre effekt

I bilag 8.1 er haemningen af de testede fermentater vist for hver bakterie.

2.1.2.1 pH’s betydning for vaeksthaemning
Generelt viste fermentaterne bedst antimikrobiel effekt ved pH 5,7-5,8, men flere
fermentater havde ogsd haemmende effekt overfor enkelte bakterier ved pH 7,4.

Antimikrobiel effekt ved pH 7,4

Jo leengere fermentering (lavere pH), der anvendtes, des starre blev den antimikrobielle
effekt. Der var dog enkelte undtagelser (fx haemning af Listeria med
champignonfermentat, hvor heemningen var sterst ved normal fermentering).

e Fermenteret hvidkal havde en sarligt markant haeemning, iseer mod Leuconostoc,
hvor lang fermentering gav en haemzone pa 50 mm, mod 45 mm ved normal
fermentering.

e For Bacillus og Pseudomonas blev der generelt fundet gget haemning efter
kraftig/lang fermentering, uanset ravare.

e Champignon- og gulerodsfermentater viste ogsa eget effekt ved leengere
fermentering, iseer mod Bacillus og Pseudomonas.

e Enkelte fermentater havde kun begraenset effekt pa visse bakterier, saerligt sas
dette for effekten af fermenterede champignon og hvidkadl mod Pseudomonas.

Antimikrobiel effekt ved pH 5,8
Den antibakterielle effekt var generelt kraftigere og mere ensartet pa tvaers af bade
fermenteringstype (lang/normal) og ravare ved pH 5,8 end ved pH 7,4.
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Forskellen mellem normal og kraftig/lang fermentering var mindre udtalt; i flere
tilfeelde sas naesten samme - eller endda stgrre - haemning ved normal fermentering
(fx Listeria i gulerod, og Leuconostoc samt Listeria i hvidkal).

e Gulerodsfermentater havde den bedste haemning, isaer mod Listeria og Bacillus.
e Fermenterede champignon havde ogsa markant haemning af flere bakterier, isaer
Listeria og Bacillus.

Disse resultater tyder pa, at bade fermenteringstid, ravare og pH spiller afgerende
roller for fermentaternes antibakterielle aktivitet.

2.1.2.2 Hvilke bakterier blev hemmet mest?

Overordnet viser resultaterne, at Bacillus generelt var den bakterie, der blev haammet
mest effektivt af plantefermentaterne, mens maelkesyrebakterien Leuconostoc var den
bakterie, som var svaerest at hamme.

En grov rangordning af, hvilke bakterier der lettest heemmes med fermentaterne,
baseret pa antal analyser med haamzoner pa 35 mm eller derover for de 4 bakterier, er:

Bacillus > Listeria > Pseudomonas > Leuconostoc

2.1.3 Ravarer med bedst antimikrobiel effekt

Blandt de testede fermentater udviste fermenterede gulergdder og hvidkal generelt de
stgrste haemzoner pa tvaers af alle bakterietyper.

En grov rangordning af fermentaternes effekt, baseret pa antal analyser med
haemzoner pa 35 mm eller derover for de 4 bakterier, er:

Gulergdder > Hvidkal > Gule lag > Redbeder > Champignon

2.1.4 Arsag til antimikrobiel effekt

Ved fermentering dannes en raekke metabolitter, heriblandt organiske syrer, og pH
saenkes. Dette er kendte faktorer med antimikrobiel effekt; men der kan ogsa dannes
andre metabolitter fx antimikrobielle peptider (bakteriociner), som er kendte for at
have effekt pa maelkesyrebakterier og listeria. Baseret pa bakteriocintesten gennemfart
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i dette projekt er der ikke noget, som tyder p3, at effekten skyldes produktion af
bakteriociner.

Indholdet af organiske syrer, som acetat og laktat, og fermentaternes lave pH er
sandsynligvis den primaere arsag til den antimikrobielle aktivitet. Pasteurisering har
bibeholdt denne effekt, ogsa selvom starstedelen af den levende fermenteringsflora er
inaktiveret.

2.2 Holdbarhed af fermentater

For at kunne vurdere holdbarheden af plantefermentaterne blev pH, vandaktivitet og
mikrobiel sammensatning analyseret. Data blev brugt til at give anvisninger til,
hvordan fermentaterne bedst kan distribueres til fedevarevirksomheder. Isaer vaekst af
patogene bakterier er vigtigt at hindre, dersom fermentaterne kontamineres.

2.2.1 Holdbarhed af pasteuriserede fermentater

Analyserne viste, at fermentaterne har lave pH-veerdier (4,0-4,6) og hgj vandaktivitet,
hvilket betyder, at den konserverende effekt primeaert skyldes det lave pH og de
dannede organiske syrer i kombination med opbevaring pa kel.

| fermentaterne blev der malt et indhold af acetat pa mellem 0,06% og 0,36%, og
laktatindholdet var mellem 0,12% og 4%, hvor 4% blev malt i de terrede, fermenterede
svampe. Generelt vurderes det, at de malte syrekoncentrationer er forholdsvis lave, og
at den antimikrobielle effekt iseer skyldes det lave pH.

| de fleste fermentater blev der fundet kimtal pa ca. 2 log cfu/g. Det kan veere
overlevende maelkesyrebakterier fra fermenteringen eller sporedannende bakterier
(Bacillus). Den dominerende flora er identificeret som DNA fra maelkesyrebakterierne
Lactococcus lactis og Leuconostoc spp. Lactococcus lactis er en kendt bakterie i
starterkulturer til fadevarer. Flere stammer af L. lactis er kendt for at producere nisin.
Leuconostoc anvendes ogsa i nogle starterkulturer, men er ogsa kendt for at producere
luft og slim i fedevarer. Ligeledes er mange Leuconostoc kendt for at producere
pediocinlignende peptider (bakteriociner med antimikrobiel effekt).
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Processen kort fortalt:

Ravarer med hygiejnisk status som til humant konsum
Fermentering

Vakuumpakning

Pasteurisering

Opbevaring ved 5°C

A

Fermentaternes holdbarhed blev vurderet ud fra konservering og varmebehandling.
Varmebehandling i lukkede poser til 72°C/2 minutter sikrer inaktivering af vegetative
bakterieceller og fjerner risikoen for efterkontaminering, men sporer fra Bacillus og
Clostridier kan overleve. Derfor er det ngdvendigt, at produktets pH eller andre
konserveringsfaktorer (fx lav vandaktivitet eller yderligere konserveringsmidler)
effektivt forhindrer spiring og vaekst af disse sporedannende bakterier.

Greenseveerdier for vaekst

e Bacillus cereus vokser ikke ved pH under 4,5 eller under 4°C

e C(lostridium botulinum (proteolytisk, mesofil) vokser ikke ved pH under 4,6 eller
under 10-12°C

e C(lostridium botulinum (non-proteolytisk, psykrotrof) vokser ikke ved pH under 5 eller
under 3°C

e Clostridium perfringens vokser ikke ved pH under 5,5 eller under 10-12°C

Anbefaling
Det anbefales derfor, at produktionen af fermenterede sidestramme bgr sigte mod pH

< 4,5, pasteurisering med en holdetid pa minimum 72°C i 2 minutter i lukket emballage
og opbevaring pa kel ved 5°C for at sikre mikrobiologiske stabilitet og forhindre vaekst
af sygdomsfremkaldende bakterier.

Det skal dog bemaerkes, at visse geer- og skimmelarter kan danne ascosporer, der
overlever varmebehandling til 72°C og kan vokse ved lavt pH < 4,5 og lav temperatur
4°C. Dette kan give udfordringer med sensorisk og mikrobiel stabilitet. Hvor stort et
problem, det kan blive, vides ikke.
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2.3 Konklusion antimikrobiel effekt

2.3.1 Effekt pa uenskede mikroorganismer

Leuconostoc er en bakterie, som kan producere ugnsket luft, slim og sur lugt i
fedevarer. Den er svaer at heemme vaekst af, og der kraeves hgje koncentrationer af
organiske syrer. Dette kan vaere forklaringen pd, at kun fa fermentater har en lille
haemmende effekt pa denne bakterie. Gule leg har generelt haft en lille effekt, og nogle
batch af guleredder og champignon har haft en lille effekt. For champignon var det de
torrede og de kraftigt fermenterede, der viste hamning.

Pseudomonas er kendt for at fordaerve kaleopbevarede fadevarer. Den heemmes lidt af
alle fermentater. Den bedste haemning fas med gulergdder, hvor der er effekt ved
neutralt og let surt pH. De naestbedste fermentater er gule lgg og hvidkal.

Listeria, som er sygdomsfremkaldende og ugnsket i ready-to-eat-fedevarer som fx
salat, heemmes lidt/en del af alle fermentater. Gulergdder, gule lag og champignon har
de bedste effekter. | afsnit 4 vises effekten i coleslaw for afklaring af den heemmende
effekt.

Bacillus cereus er en sporedannende bakterie, som kan overleve varmebehandling,
hvorfor den er interessant at kunne haemme i sous vide-retter savel som i hot-fill-
gryderetter. Bakterien ser ud til at h&emmes af samtlige fermentater. Det er sveert at
afgere, om fermentater fra den ene rdvare er bedre end fra den anden. Effekten er
bedre ved pH 5,8 end ved pH 7,4. Dette kunne indikere, at organiske syrer er en del af
den heemmende effekt. Alle fermentater er interessante at teste i gryderetter, hvor der
gnskes en haemning af B. cereus. | afsnit 5 vises effekten i gryderetter.

Clostridium botulinum (psykrotrof) udger en fadevaresikkerhedsrisiko ved
holdbarhedstider over 10 dage pa keal. Her kraeves konservering, som hindrer spiring og
vaekst. Den anvendte stamme fungerede ikke i det anvendte assay ved 10°C, da
vaeksten var for langsom. | stedet blev nogle af fermentaterne testet ved 20°C
(anaerobt). Resultaterne viste, at fermentaterne fra de testede fermenterede ravarer
gav store haemzoner bade ved pH 7,4 og pH 5,8. Derfor er alle fermentater interessante
at teste i gryderetter, hvor der gnskes en haemning af C. botulinum. | afsnit 5 vises
effekten i gryderetter.

Guideline - plantefermentater 12/33 Teknologisk Institut



TEKNOLOGISK
il INSTITUT

2.3.2 Normal vs. kraftig fermentering

Resultaterne viser, at kraftig/langvarig fermentering til tider giver en gget haamzone
sammenlignet med normal fermentering - isaer ved neutralt pH. Ved surt pH er
forskellen mindre udtalt. Dette tyder p3, at leengere fermenteringstid kan vaere relevant
iseer i fadevarer med hgjere pH, mens effekten er mindre vaesentlig i sure produkter.

2.3.3 Neutral vs. sur agar - hvilke fadevarer vil fermentaterne virke bedst i?

Screeningsforsggene har tydeligt vist, at fermentaterne har sterst antimikrobiel effekt i
let sur agar (pH 5,8) frem for neutral agar (pH 7,4). Dette indikerer, at fermentaternes
naturlige konserverende evner udnyttes bedst i let sure fgdevarer, der allerede har et
pH under 6. | fadevarer med neutralt eller hgjt pH vil effekten veere vaesentligt mindre,
medmindre fermentatet tilsaettes i tilstrakkelig hgj koncentration til at pavirke pH i
produktet.

Det konkluderes derfor, at fermenterede planteprodukter har et potentiale som
naturlige konserveringsmidler saerligt i let sure produkter, eller hvor fermentatet
tilseettes i koncentrationer, der kan seenke pH markant. Der er ikke evidens for, at
bakteriociner bidrager vaesentligt - den sterste effekt er forbundet med lavt pH og
sandsynligvis organiske syrer og/eller andre metabolitter. Ma&ngde, fermenteringstid
og valg af produkt har betydning, og der skal laves flere produktforsgg for at fastleegge
optimal anvendelse i praksis.

2.3.4 Holdbarhed af pasteuriserede fermentater

Det anbefales derfor, at produktionen af fermenterede sidestremme ber sigte mod pH
< 4,5, pasteurisering med en holdetid pa minimum 72°C i 2 minutter i lukket emballage
og opbevaring pa kel ved 5°C for at sikre mikrobiologiske stabilitet og forhindre vaekst
af sygdomsfremkaldende bakterier.

Det skal dog bemaerkes, at visse geer- og skimmelarter kan danne ascosporer, der
overlever varmebehandling til 72°C og kan vokse ved lavt pH < 4,5 og lav temperatur
4°C. Dette kan give udfordringer med sensorisk og mikrobiel stabilitet. Hvor stort et
problem, det kan blive, vides ikke.
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3 Okonomisk og sensorisk acceptabel koncentration

Der er udarbejdet en beregning af, hvor store maengder fermentat der maksimalt vil
kunne anvendes i salater og gryderetter, for at applikationen er gkonomisk rentabel for
fedevareproducenter, samt en vurdering af, om mangderne er sensorisk acceptable i
udvalgte produkter.

Sammen med udvalgte industripartnere (aftagere af fermentat til konservering) er
gkonomi og sensorik ved anvendelse af fermenterede gulergdder hhv. fermenterede
svampe vurderet.

Fermenterede guleredder i coleslaw

Da indkgbspriser kan veere konkurrencefglsomme at offentliggere, er der taget
udgangspunkt i en beregning, hvor fermenterede gulergdder koster 42 kr. pr. kg, klar til
anvendelse i produktionslinjen. Ved at udskifte friske guleradder med fermenterede
gulergdder opnas en merpris pa den feerdige coleslaw pa ca. 0,07 kr. ved tilssetning af
10% fermenterede gulergdder i stedet for friske gulergdder. Baseret pa en
blindsmagningstest, hvor medarbejdere smagte pa coleslaw med forskellige
koncentrationer af fermenterede guleradder, blev det konkluderet, at 10%
fermenterede gulergdder giver et bade gkonomisk fornuftigt udgangspunkt samt ingen
vaesentlig negativ sensorisk forskel.

Fermenterede svampe i gryderetter

Da prisforskellen mellem friske og fermenterede svampe er minimal, er det
konkluderet, at det er muligt at erstatte samtlige friske svampe med fermenterede
svampe uden at skabe en vaesentlig gkonomisk fordyrelse af det endelige produkt. Ved
de sensoriske bedemmelser blev dette ogsa vurderet som acceptabelt, da retten i
forvejen har en forholdsvis lav pH-veerdi, hvilket betyder, at fermenteringen ikke
medfgrer en markant sensorisk forskel i slutproduktet.

Det kan pa baggrund af disse to cases konkluderes, at der er stor forskel pd, hvor
meget fermenteret produkt der kan anvendes afhaengig af bade pris og den sensoriske

effekt pa slutproduktet.

De anvendte koncentrationer i challengetest er fastlagt ud fra de sensoriske og
gkonomiske betragtninger.

Guideline - plantefermentater 14/33 Teknologisk Institut



TEKNOLOGISK
il INSTITUT

4 Holdbarhed af coleslaw tilsat fermenterede guleredder
Forsggene har til formal at undersgge den antilisterielle effekt af fermenterede
gulergdder tilsat i forskellige koncentrationer i ready-to-eat coleslaw.

Undersggelsen skal give viden om, hvorvidt - og i hvilket omfang - fermenterede
gulergdder kan forbedre fgdevaresikkerheden i coleslaw samt identificere den
optimale koncentration for maksimal antimikrobiel effekt uden at kompromittere
produktets struktur og sensoriske kvalitet.

4.1 Forsegsdesign

Coleslaw blev fremstillet i fire varianter, hvor 0%, 10%, 30% eller 100% af gulerodsdelen
var erstattet med fermenteret gulerod. Ingredienserne blev samlet og blandet pa
Teknologisk Institut pa 2 forskellige dage (forseg 1 og forseg 2).

For hver variant (0%, 10%, 30% og 100% fermenteret gulerod) blev der gennemfart to
serier:

A. Upodet: Prgverne blev anvendt til holdbarhedsforsegg, herunder analyser for pH
(dag 0) samt kimtal og mikrobiotasammenseaetning (16S) ved start, midtvejs og ved
afslutning af lagringsperioden.

B. Podet med L. monocytogenes: Proverne blev podet med en cocktail bestdende af
fem stammer af L. monocytogenes for at undersgge udvikling i koncentration under
lagring. Der blev analyseret for Listeria (alle udtag), pH (dag 0) samt aerobt kimtal og
mikrobiotasammensaetning (16S) ved start, midtvejs og ved afslutning af
lagringsperioden.

Alle prover blev pakket i modificeret atmosfaere (MAP) med 70% N2 og 30% CO: og
lagret ved 5°C. | lgbet af lagringsperioden blev der analyseret for:

e Listeria monocytogenes (kun podede praver) pa RLM-agar, overfladeudsaed, 37°C i
2 dage.
» Totalkimtal pa APT-agar, dybde med dak, 20°Ci 5 dage (bade podede og upodede

prever).

Hver forsggsserie blev analyseret kemisk for pH, salt, vand, L-Laktat og acetat.
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4.2 Resultater

Coleslaw uden fermenterede gulergdder har pH 6,2-6,3. Erstatning af de friske
gulergdder med fermenterede gulergdder reducerer pH til 6,0-6, 1 (10%), 5,4-5,6 (30%)
og 4,6 (100%). | produktet, hvor alle friske gulergdder er erstattet med fermenterede
gulergdder, kan der males ganske lidt laktat og 0,13% acetat (tabel 1).

Tabel 1. Kemiske parametre for de fire coleslaw-produkter med varierende indhold af
fermenteret gulerod (fors@g 1/forsag 2).

Forseg Produkt pH Salt (%) Vand (%) Acetat (%) L-laktat (%)

172 1 (0%) 6,3/6,2 0 90,8/90,3 0,02/0,01 0,00/0,00
172 2 (10%) 6,0/6,1 0 90,8 /90,5 0,03/0,03 0,00/0,00
172 3 (30%) 54/5,6 0 91,2/91,0 0,06 /0,05 0,00/0,00
172 4(100%) 4,6/4,6 0 92,0/92,4 0,13/0,13 0,037/0,02

Total laktat er pa samme niveau som L-laktat. Havde der vaeret vaekst af fx Leuconostoc, ville der
vaere bade L- og D-laktat i taet pa forholdet 1:1. Vaekst af Lactococcus derimod producerer
primaert L-laktat (forhold L:D er ca. 95:5).

4.2.1 Veekst af Listeria

Listeria monocytogenes voksede ikke i den undersggt coleslaw. Det er overraskende, idet
de malte kemiske vaerdier burde tillade god veekst af Listeria. En mulig forklaring er det
hegje antal af naturligt forekommende bakterier, som hurtigt bliver domineret af
Leuconostoc.

Det er derfor ikke muligt at konkludere, om fermenterede gulergdder kan haeemme
vaekst af Listeria i coleslaw.

Resultaterne viser, at nar de naturligt forekommende bakterier i coleslaw ndr deres
maksimale antal, fas et lille fald i antallet af Listeria i preverne. Dette fald ses lidt
tidligere i produkter, hvor alle friske gulergdder er erstattet af de fermenterede (100%).
| disse prever har totalkim heller ikke ndet det maksimale antal, da henfaldet af Listeria
starter. Tilsaetningen af 100% fermenterede gulergdder har sandsynligvis en effekt pa
henfaldet af Listeria som folge af det lave pH pa 4,6 i produktet.

Guideline - plantefermentater 16/33 Teknologisk Institut



TEKNOLOGISK
=

Udvikling af L. monocytogenes og totalkim i coleslaw-salat
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Figur 3. Udvikling i koncentrationen af Listeria monocytogenes (fuldt optrukne linjer, —) og
totalkim (stiplede linjer, ---) i produkt 1 (0% fermentat - pH 6,2, markebla), produkt 2 (10%
fermentat - pH 6,0, ), produkt 3 (30% fermentat - pH 5,6, ) og produkt 4 (100%
fermentat - pH 4,6, lysebla) under lagring af coleslaw-salat ved 5°C i 16 dage (forseg 1).

Udviklingaf L. monocytogenes og totalkim i coleslaw-salat
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Figur 4. Udvikling i koncentrationen af Listeria monocytogenes (fuldt optrukne linjer, —) og
totalkim (stiplede linjer, -+ +) i produkt 1 (0% fermentat - pH 6,2, markebla), produkt 2 (10%
fermentat - pH 6,0, ), produkt 3 (30% fermentat - pH 5,6, ) og produkt 4 (100%
fermentat - pH 4,6, lysebld) under lagring af coleslaw-salat ved 5°C i 16 dage (forseg 2).
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4.2.2 Vakst af naturligt forekommende bakterier (Leuconostoc)

| forseg 1 betyder tilsaetning af kun fermenterede gulergdder (100%), at startkimtallet
er vaesentlig lavere end i holdene med 0-30% fermenterede gulergdder. | forsgg 2 ses
denne forskel ikke.

Der er ingen forskel pa vaeksthastigheden af den naturlige mikrobiota, nar der tilsaettes
0-30% fermenteret gulerod (pH 6,3 faldende til pH 5,6); men i produktet, hvor der kun
er tilsat fermenterede gulergdder sammen med de gvrige ingredienser, ses en
vaesentlig langsommere vaekst af de naturligt forekommende bakterier. Og antallet nar
ikke det maksimale, i de 13-16 dage forsgget lab. Dette indikerer, at fermenterede
gulergdder kan anvendes til at forlenge holdbarheden, sandsynligvis primaert ved at
saenke pH i produktet.

4.2.3 Dominerende bakterier i coleslaw

Med 16S-analyse blev produkternes indhold af bakterie-DNA analyseret. Ved analysen
males DNA fra bade levende og dede bakterieceller. Resultatet viser den procentvise
sammensatning af bakterie-DNA i en prgve. Det er derfor kun de dominerende
bakteriers DNA, der kan ses. Resultaterne er vist i bilag 8.2.

Coleslawprodukternes mikrobiota pa dag 0 bestod af flere forskellige bakterier, hvor
DNA fra gramnegative arter var de dominerende, bl.a. Pseudomonas. Der blev ogsa
fundet Leuconostoc i alle prgverne. Jo mere fermenteret gulerod, der blev tilsat, des
starre andel af bakterie DNA'et blev udgjort af Leuconostoc. Efter 8-13 dages lagring var
mikrobiotaen domineret af Leuconostoc spp. i alle praver.

Disse resultater viser, at Leuconostoc bliver dominerende i MA-pakket coleslaw under
lagring ved 5°C uanset mangden af anvendt fermenteret gulerod. Leuconostoc er en
heterogen maelkesyrebakterie, der bl.a. producerer CO, hvilket kan fgre til pustning af
pakkerne og dermed kassation/reklamationer. Malingerne af pakkegassen viser ogsa
en stigning i COx.

4.3 Konklusion
Fermenteret gulerod saenker pH i coleslaw, jo mere der tilsaettes, des lavere bliver pH.

Da Listeria monocytogenes ikke voksede i coleslaw med eller uden fermenterede
gulergdder, er det ikke muligt at vurdere, om de fermenterede gulergdder kunne have
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en vaekstheemmende effekt i salat. Det er overraskende, at L. monocytogenes ikke
voksede i coleslaw, da der internationalt har veeret udbrud af listeriose relateret til
coleslaw, og det malte pH er sa hgjt, at der burde vaere vaekst. En mulig forklaring kan
veere det relativt hgje startantal af bakterier, heriblandt Leuconostoc, som er kendt for
at haemme vaekst af fx Listeria.

Tilseetningen af 100% fermenterede gulergdder resulterede i et lavere pH (pH 4,6) og
haemmede vaeksten af den naturlige mikrobiota i den undersggte coleslaw. Nar de
naturligt forekommende bakteriers vaekst kan haemmes, vil det kunne betyde en
forbedret holdbarhed, malt som mindre vaekst af den naturlige mikrobiota og en
mindre luftproduktion (ingen pustning af pakkerne).

Den primaere arsag til den konserverende effekt vurderes at veere det lavere pH og
indholdet af acetat. For at opna en antimikrobiel effekt skal der tilsaettes en stor
maengde fermenteret gulerod. Derfor er det vigtig at fokusere den videre udvikling pa, i
hvilke produkter de fermenterede gulergdder kan bidrage positivt til den sensoriske
kvalitet af produktet.

5 Holdbarhed af gryderet tilsat fermenterede svampe
Forsggene har til formal at undersgge den antimikrobielle effekt af fermenterede
svampe, tilsat i forskellige koncentrationer, pa vaeksten af B. cereus og C. botulinum i
varmebehandlede gryderetter.

Undersggelsen skal give viden om, hvorvidt - og i hvilket omfang - fermenterede
svampe kan forbedre fedevaresikkerheden i gryderetter, samt identificere den
optimale koncentration for maksimal antimikrobiel effekt uden at kompromittere
produktets struktur og sensoriske kvalitet.

5.1 Forsegsdesign
Gryderetter blev fremstillet i tre varianter med 0%, 15% og 27% fermenterede svampe
tilsat. Produkterne blev leveret feerdigproduceret til Teknologisk Institut pa to

forskellige dage (forseg 1 og forsaeg 2).

For hver variant (0%, 15% og 27%) blev der gennemfart tre forsegsserier:
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A) Upodet: Prgverne blev varmebehandlet til 72°C i centrum i 2 minutter og anvendt
til holdbarhedsforsag, herunder analyser for pH, kimtal, sensorik (kun forseg 1) og
mikrobiotasammensaetning (16S) ved start, midtvejs og ved afslutning af
lagringsperioden.

B) Podet med B. cereus: Prgverne blev podet med sporer af B. cereus for at undersgge
vaekst og overlevelse under lagring og herefter varmebehandlet til 72°C i centrum i
2 minutter. Der blev desuden analyseret for pH, kimtal, Bacillus-tal og
mikrobiotasammensaetning (16S) ved start, midtvejs og ved afslutning af
lagringsperioden.

C) Podet med C. botulinum: Prgverne blev podet med sporer af C. botulinum for at
undersgge vaekst og overlevelse under lagring og blev herefter varmebehandlet til
72°Cicentrum i 2 minutter. Der blev desuden analyseret for pH, kimtal, Bacillus-tal
og mikrobiotasammensaetning (16S) ved start, midtvejs og ved afslutning af
lagringsperioden.

Efter varmebehandling blev produkterne straks nedkglet og lagret ved enten 5°C og
efterfelgende 10°C (forseg 1) eller ved 8°C (forseg 2) under aerobe betingelser (Bacillus)
eller anaerobe betingelser (Clostridium). Under lagringen blev den mikrobielle udvikling
malt ved analyser af:

e A-serier (upodede): Praver blev fortyndet og udpladet pd BBCAA, BHI-A samt RCM.

o B-serier (podet med Bacillus): 25 g prove blev fortyndet og udpladet pa BBCA
(overfladespredning) og BHI-A (dybdeudsaed).

e C-serier (podet med Clostridium): 4-6 g prove blev fortyndet og udpladet pa RCM
agar under anaerobe forhold og inkuberet anaerobt ved 30°C i 3 dage;
kontrolplader blev desuden inkuberet aerobt.

Alle plader blev inkuberet i 3 dage, hvorefter kolonier blev talt. | tvivistilfeelde eller ved
uidentificerbare kolonier blev der udfert supplerende 16S-analyser.

Derudover blev der udtaget praver til kemiske analyser. Fglgende parametre blev
analyseret: pH, salt, vand, laktat og acetat.
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5.2 Resultater

Gryderetten havde som udgangspunkt et relativt lavt pH pa 5,5-5,6. Ved tilsaetning af
15% fermenterede svampe faldt pH med ca. 0,1 enhed, og tilsaeetning af 27%
resulterede i et pH-fald pa 0,4 enheder (tabel 2). De lave pH-vaerdier vil have en
vaeksthaeemmende effekt pa Bacillus og Clostridier. Indholdet af organiske syrer steg
ogsa ved tilsaetning af fermentater. Et lavere pH og gget indhold af organiske syrer
forventes at pavirke bakteriernes vaekst.

Tabel 2. Kemiske analyser af tre gryderetter med varierende indhold af fermenterede svampe
(forseg 1/forseg 2, dag 0)

Produkt pH Salt (%) Vand (%) Acetat (%) L-laktat (%)
1(0%) 55/56 1,05/08 84,1/79,4 0,03/0,05 0,15/0,19
2 (15%) 54/52 138/09 80,3/84,3 0,05/0,06 0,33/0,25
3 (27%) 51751 1,16 /0,8 83,1/83,3 0,06/0,06 0,34/0,22

pH i saucen i forsggene var: hold 1: 5,5; hold 2: 5,0; hold 3: 5,0

Pa dag 61 blev gryderetternes indhold af organiske syrer analyseret (tabel 3).
Resultaterne var sammenlignelige med analyserne pa dag 0 og viser, at der primaert er
dannet L-laktat i de fermenterede svampe, men at de indeholder en smule D-laktat.
Det understgtter tidligere 16S resultater, som viste, at fermentatet indeholdt DNA fra
Lactococcer.

Tabel 3. Kemiske analyser af tre gryderetter med varierende indhold af fermenterede svampe
(forseg 2, dag 61)

Produkt pH Acetat (%) L-laktat (%) Total laktat (%)
1 (0%) 5,5/5,5/5,6 0,03/0,04/0,04 0,19/0,18/0,20 0,20/0,20/0,22
2 (15%) 5,1/5,2/5,2 0,04/0,05/0,04 0,26/0,25/0,28 0,31/0,31/0,33
3 (27%) 5,1/5,2/5,2 0,04/0,04/0,04 0,23/0,24/0,23 0,29/0,30/0,29

5.2.1 Vaekst af Bacillus

| forseg 1 blev gryderetterne opbevaret ved 5°Ci 53 dage, hvilket ikke resulterede i
vaekst af Bacillus i gryderetterne. Temperaturen blev derfor haevet til 10°C i de sidste 21
dage af fors@get for at simulere temperaturbelastning.
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| gryderet uden fermenterede svampe steg antallet af B. cereus, da temperaturen blev
gget til 10°C. Men i produkterne med 15% hhv. 27% fermenterede svampe blev der

ikke fundet vaekst B. cereus (figur 5).

| forseg 2 (figur 6), hvor lagringstemperaturen var 8°C i hele forsgget, blev der ikke
fundet vaekst af B. cereus i 61 dage, ndr der var tilsat 15% hhv. 27% fermenterede
svampe. | produktet uden fermenterede svampe steg antallet af B. cereus fra 2 log cfu/g

(dag 0) til mellem 5 og 7 log cfu/g efter ca. 25 dage.

Veekst af B. cereus i gryderetter
Produkt 1B, 2B, 3B

I

53 dage ved 5°C

21 dage ved 10°C

m1B
+2B

® 3B

80

Figur 5. Forsgg 1: Vaekst af Bacillus cereus i varmebehandlet gryderet under lagring af gryderet
ved 5°C i 53 dage efterfulgt af 21 dage ved 10°C. Produkt 1B (ikke tilsat fermenterede svampe) -
pH 5,5 (merkebld); Produkt 2B (15% svampe erstattet med fermenterede svampe) - pH 5,3

( ); Produkt 3B (27% svampe erstattet med fermenterede svampe) - pH 5,1 (gran).
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Veekst af B. cereus i gryderetter
Produkt 1B, 2B, 3B
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Figur 6. Forseg 2: Vaekst af Bacillus cereus i varmebehandlet gryderet under lagring af gryderet
ved 8°Ci 61 dage. Produkt 1B (ikke tilsat fermenterede svampe) - pH 5,6 (sauce pH 5,5)
(merkebla); Produkt 2B (15% svampe erstattet med fermenterede svampe) - pH 5,2 (sauce pH
5,0) ( ); Produkt 3B (27% svampe erstattet med fermenterede svampe) - pH 5,1 (sauce 5,0)

(gron).

5.2.2 Vaekst af Clostridium

| forseg 1 blev gryderetterne opbevaret ved 5°Ci 53 dage, hvilket ikke resulterede i
tydelig veekst af C. botulinum. Temperaturen blev derfor havet til 10°C i de sidste 21
dage af forsgget for at simulere temperaturbelastning.

| gryderetten uden fermenterede svampe steg antallet af C. botulinum maske ganske
lidt ved 5°C, men det er sveert at vurdere. Ved 10°C var der tydelig vaekst. | produkter
tilsat fermenterede svampe faldt antallet af dyrkbare C. botulinum i lgbet af de farste
20-30 dage ved 5°C. Faldet sas ferst i gryderetten med 27% fermenterede svampe og
lidt senere i gryderet tilsat 15% fermenterede svampe. Indtil temperaturen blev gget
fra 5°C til 10°C, 13 antallet af dyrkbare C. botulinum i et antal lige omkring
detektionsgraensen. De sidste 21 dage, hvor temperaturen blev gget til 10°C, ses en
stigning i antallet af C. botulinum fra 1 log cfu/g til ca. 4 log cfu/g (som er identisk med
podeniveauet).
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| forseg 2 blev produkterne opbevaret ved 8°Ci 61 dage. | produktet uden
fermenterede svampe steg antallet af C. botulinum til 6-7 log efter 15-30 dage. Herefter
faldt antallet af dyrkbare clostridier. | gryderetterne tilsat fermenterede svampe ses
meget varierende resultater ved hvert udtag. Der males mellem 1 og 5 log cfu/g efter
15-30 dage. Det betyder vaekst i nogle praver og ikke i andre. Det er uvist, hvorfor der
ses sa uensartet vaekst i gryderetterne. En forklaring er maske, at produktet er meget

heterogent.
Veekst af C. botulinum i gryderetter
Produkt 1C, 2C, 3C
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Figur 7. Forseg 1: Vaekst af Clostridium botulinum i varmebehandlet gryderet. Produkt 1C (ikke
tilsat fermenterede svampe) - pH 5,5 (markebla); produkt 2C (15% svampe erstattet med
fermenterede svampe) - pH 5,3 ( ); produkt 3C (27% svampe erstattet med fermenterede
svampe) - pH 5,1 (gren) under lagring af gryderet ved 5°C i 53 dage efterfulgt af 21 dage ved
10°C. Punkter under 1 log cfu/g er prever uden malte kolonier pa agarpladerne (kimtal under
detektionsgraensen).
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Veekst af C. botulinum i gryderetter
Produkt 1C, 2C, 3C
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Figur 8. Forseg 2: Vaekst af Clostridium botulinum i varmebehandlet gryderet under lagring ved
8°Ci61dage. Produkt 1C (ikke tilsat fermenterede svampe) - pH 5,6 (sauce pH 5,5) (maerkebla);
Produkt 2B (15% svampe erstattet med fermenterede svampe) - pH 5,2 (sauce pH 5,0) ( )
Produkt 3B (27% svampe erstattet med fermenterede svampe) - pH 5,1 (sauce 5,0) (gron)

5.2.3 Veekst af naturligt forekommende bakterier

| forseg 1 var der i de upodede gryderetter ingen vaekst af den naturlige mikrobiota i
prover tilsat fermenterede svampe. | holdet uden fermenterede svampe blev der efter
74 dage (53 dage v/5°C+21 dage v/10°C) fundet aerobe kimtal pa 1 log cfu/g hhv. 7,5 log
cfu/g. 16S sekventering viste, at det var Bacillus spp., der var vokset frem i prgven.

| forseg 2 indikerer data, at der har veeret vaekst af forskellige clostridier i praverne
podet med Bacillus. P4 dag 61 viste 16S analyserne, at der var DNA fra Clostridium
frigidicarnis, Clostridium bowmanii, Clostridium arbusti og Clostridium spp. i pr@ver tilsat
fermentat, og i prever uden fermentat blev der pavist Clostridium botulinum. Ved
forsegene er disse clostridier ikke isoleret pa agarplader.

Resultaterne indikerer saledes, at der sporadisk findes bacillus- og clostridiesporer,
som overlever varmebehandlingen. De fermenterede svampe hammer vaeksten af
Bacillus, mens clostridierne maske ikke ha&ammes sd godt. Flere forsgg er ngdvendige
for at afklare dette.
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5.3 Konklusion

De fermenterede svampe reducerer pH i gryderetten fra pH 5,5-5,6 til 5,1-5,2.
Tilsetning af de fermenterede svampe hindrer vaekst af Bacillus cereus, nar gryderetten
efter lagring i 50 dage ved 5°C temperaturbelastes ved 10°Ci 21 dage. Ligeledes
hindres veekst af B. cereus i gryderetter, hvor hhv. 15% og 27% af de friske svampe
erstattes med fermenterede svampe.

Tilseetning af de fermenterede svampe hindrer vaekst af Clostridium botulinum i
gryderetten under lagring i 50 dage ved 5°C. Ved tilsaetning af fermenterede svampe
falder antallet af dyrkbare clostridier til omkring detektionsgraensen. Det skal dog
bemaerkes, at det er sveert at afgere, om der var vaekst i gryderetten uden
fermenterede svampe.

Nar gryderetten efter 50 dage ved 5°C temperaturbelastes ved 10°Ci 21 dage, stiger
antallet af clostridier i kontrollen uden fermenterede svampe. | gryderet tilsat
fermenterede svampe kan C. botulinum telles i et antal pa niveau med podeniveauet.
Om det skyldes vaekst ved 10°C, eller at C. botulinum gar fra ikke at kunne dyrkes til at
kunne dyrkes pa agarpladerne, vides ikke. Men da der er kimtal over 4 log i nogle
prever, vurderes det, at veekst har veeret muligt i nicher i gryderetten.

Ved 8°C ses vaekst af C. botulinum i kontrollen uden fermentat. | gryderetter med
fermenterede svampe ses vaekst i nogle prgver og ikke i andre praver. Det er uvist,
hvorfor der ses s uensartet heemning/vaekst af clostridierne.

6 Konklusion og anbefalinger til brug af plantefermentater
Formalet med projektet var at undersege plantefermentaters holdbarhedsforbedrende
effekt i ready-to-eat-salater som coleslaw samt i varmebehandlede gryderetter.

Screening

Screeningsresultaterne viser, at den sterste antimikrobielle virkning opnas ved let surt
pH (5,7-5,8), hvor heemzonerne generelt er stgrst. Dette er et pH, som kan findes i
mange fedevarer. Der blev ogsa set effekt ved hgjere pH, men ikke sa markant.

Resultaterne viser, at kraftig/langvarig fermentering til tider giver en gget heemzone
sammenlignet med normal fermentering - isaer ved neutralt pH. Ved surt pH er
forskellen mindre udtalt. Dette tyder p3, at leengere fermenteringstid kan veaere relevant
iseer i fedevarer med hgjere pH, mens effekten er mindre vaesentlig i sure produkter.
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@konomi

Pa baggrund af de to cases (fermenterede gulergdder hhv. champignon) kan det
konkluderes, at der er stor forskel pa, hvor meget fermenteret produkt der kan
anvendes i en fadevare afhangigt af bade pris og den sensoriske effekt pa
slutproduktet. Der er sdledes brug for en vurdering fra produkt til produkt.

Holdbarhed af fermentater

Det anbefales, at produktionen af fermenterede sidestramme bgr sigte mod pH < 4,5,
pasteurisering med en holdetid pa minimum 72°C i 2 minutter i lukket emballage og
opbevaring pa kel ved 5°C for at sikre mikrobiologiske stabilitet og forhindre vaekst af
sygdomsfremkaldende bakterier.

Coleslaw

| ready-to-eat salat havde fermenterede gulergdder en vaekstheemmende effekt pa den
naturlige bakterieflora, som var domineret af Leuconostoc. Arsagen er sandsynligvis det
meget lave pH pa pH 4,6, der blev opnaet i coleslaw, hvor alle friske gulergdder var
erstattet med fermenterede gulergdder.

Gryderetter

| gryderetter blev vaekst af B. cereus tydeligt heemmet ved brug af de fermenterede
svampe (15% hhv. 27% erstatning af friske svampe). En del af arsagen er et lidt lavere
pH, men det vurderes, at dette ikke er den eneste arsag. Hvilke metabolitter, der er
medvirkende til heemningen, er uvist.

| gryderetter blev vaekst af C. botulinum hammet ved brug af de fermenterede svampe
(15% hhv. 27% erstatning af friske svampe). Men der er meget stor spredning i antallet
af clostridier ved analyserne. | nogle prever ses vaekst, mens der i andre ses et henfald.
Arsagen til denne uensartede effekt er ikke identificeret. En sikker brug af
fermenterede champignon med henblik pa at heemme C. botulinum kraever yderligere
fokus pa applikation og test.

Perspektivering

Resultaterne viser samlet, at fermenterede gulergdder og svampe har antimikrobiel
effekt i fedevarer. Det ggr fermentater interessante i forhold til at forbedre holdbarhed
og fadevaresikkerhed uden brug af kemiske konserveringsmidler.
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Effekten ser ud til at vaere specifik pa nogle bakterier. Fremtidig brug af fermentater
kraever derfor fortsat fokus pa at analysere effekten i nye fedevarematricer og overfor
flere ugnskede bakterier.

Ligeledes viser resultaterne, at fermentering og varmebehandling af sidestremme og
restprodukter fra dyrkning af vegetabilier giver et stabilt produkt med en god
holdbarhed, som kan anvendes som ingrediens i fedevarer.

7 Referencer
Jacobsen, M. (2026) Plantefermentaters antimikrobielle effekt i coleslaw. Teknologisk
Institut, rapport
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8 Bilag

8.1 Antimikrobiel effekt malt i agar-diffusionsassay
Hullet med fermentat maler 20 mm, derfor er en zone pa 20 mm = ingen
vaeksthaemning
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Haemning af Bacillus sorteret efter heemzonernes sterrelse. BHI-agar med pH 7,4 hhv. 5,7-5,8,
inkuberet aerobt ved 10°C.
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Listeria
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Haemning af Listeria sorteret efter heemzonernes sterrelse. BHI-agar med pH 7,4 hhv. 5,7-5,8,
inkuberet aerobt ved 10°C.
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EpH74 EpHGE
Haemning af Leuconostoc sorteret efter haemzonernes stgrrelse. BHI-agar med pH 7,4 hhv. 5,7-5,8,
inkuberet aerobt ved 10°C.
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Pseudomonas
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Haemning af Pseudomonas sorteret efter haemzonernes starrelse. BHI-agar med pH 7,4 hhv. 5,7-5,8,
inkuberet aerobt ved 10°C.
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8.2 Mikrobiota i coleslaw

m
® o 0 % ™ i ] e
b < ) s = o b % o0 hol X o0 o X
e %X 2 9 ® e ® o X 2T I 3 2 x g T x F T x £
k7l 8 k1 2 2 3 @ 2 k7l k1 g 3 g ¥ T s & 3 B 2 B
° -3 ° ° -3 -3 ° -3 ° ° o o -3 T a ° o ° ° -3 -3
o o o o =3 o o =3 o o o =1 o o 5 o =3 o o o o
o o Q. Q. o o Q. o o Q. = Q. o o Q. o Q. o o
o =] =] =] =] > =] =] > =] =] > § = =] IN. =] =] =] =] > =]
Family Genus - ~ ) <+ - ~ on < < - - - ~ o~ N m [ n < < <
Leuconostocaceae  Leuconostoc 28 34 47
Yersiniaceae Serratia 40 163 213 8,2 33 104 0,8 38 21 0,8 0,6 1,0 28 09 02 03 1,7/ 01
Yersiniaceae Rahnella1 70 103 16,0 11,3 24 77 0,7 SIS0 0,6 05 06 21 06 02 02 27 02
Streptococcaceae  Lactococeus 08 23 17 09 07 09 12 09 08 05 05 07 06 04 12/ 00
Lactobacillaceae Lactobacillus 03 04 0,3 04 04 0,3 0,2 02 01 0,1
Pseudomonadaceae Pseudomonas 538 339 320 3.2 ), 0,6 ! ), 0,2
Oxalobacteraceae  Duganella 113 17 2,6

Ovrigetaxa(<1%) 20,1 168 23 48 06 10

Figur 9. Forsgg 1: Bakteriesammensatning i coleslaw-produkter med varierende indhold af fermenteret
gulerod, dag 0, 8 og 13 (ikke podede prover).
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Family Genus - - - ~ N~ m m m < <+ <
Leuconostocaceae  Leuconostoc
Yersiniaceae Serratia 1,7 12 36 23 21
Yersiniaceae Rahnellal 1,17 09 33 1,7 1,7 32
Streptococcaceae  Lactococcus 07 07 03 13 07
Lactobacillaceae Lactobacillus 02 02 02 02 03
Pseudomonadaceae Pseudomonas 0,1 0,1 0,1

Oxalobacteraceae  Duganella
@vrige taxa (<1%) 02 03 08 04 03

Figur 10. Forsgg 1: Bakteriesammensaetning i coleslaw-produkter med varierende indhold af fermenteret
gulerod, dag 16 (podede prover).
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Pseudomonadaceae  Pseudomonas 735 634 759 683 74, 684 60,6 727 444 620 535 54 55 4 001 0,01 001 0,0 01 01
Leuconostocaceae  Leuconostoc 38 32 37 33 38 86 122 92 246 218 28/
Erwiniaceae Erwinia 79 156 64 87 83 57 59 42 24 18
Yersiniaceae Serratia 8 X S , X 0,1 X S . 2 )5 03 0,07 0,07 0,06
Yersiniaceae Rahnella1 3 49 45 58 5, X y 6 06 05 02 04 0] 003 003 0,02
Oxalobacteraceae Massilia 5 230 14 21 1 ! 9 2
Oxalobacteraceae Duganella
Clostridiaceae Clostridium_sensu_stricto_18
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Figur 11. Forsgg 2: Bakteriesammensaetning i coleslaw-produkter med varierende indhold af fermenteret
gulerod, dag 0, 8 og 13 (ikke podede praver).
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o 2 o 2 o 2 o 2
Family Genus $ x 2 % & B 3 & E 3 5 & x
Pseudomonadaceae Pseudomonas - 66,1 63,3 62,6 73,5 742 709 64,3 664 53,8 551 504
Leuconostocaceae Lleuconostoc 23 1,7 26 83 27 37 96 103 97 271 282 264
Erwiniaceae Erwinia 34 89 96 91 85 58 40 52 57 18 16 23
Yersiniaceae Serratia 23 68 6,1 66 42 41 44 72 72 58 44
Yersiniaceae Rahnella?l 21 48 70 53 35 47 37 49 40 27 33
Oxalobacteraceae Massilia 16 45 42 25 26 23 26 29 23 33 24
Oxalobacteraceae Duganella 28 20 20 26 g k 08 07

Clostridiaceae Clostridium__sensu__stricto__ 18

@vrige taxa (<2%) 11 38 24 28 29 32 22 32 28 46 43 65 14 12 11 20 14 11

04

Figur 12. Forsgg 2: Bakteriesammensaetning i coleslaw-produkter med varierende indhold af fermenteret
gulerod, dag 0, 8 og 13 (podede praver).

Tidligere 16S-analyser udfert pa de anvendte gulerodsfermentater viste, at fermenta-
terne var domineret af DNA fra Leuconostoc spp. Fermentaterne var imidlertid pa-
steuriserede, og de paviste Leuconostoc-sekvenser ma derfor primaert stamme fra
dgde celler. Det er ikke muligt ud fra data at afgere, om DNA'et fra Leuconostoc oprin-
deligt stammer fra starterkulturen, men det er pafaldende, at der ses en hgjere andel
DNA fra Leuconostoc pa dag 0 i de praver, der er tilsat 100% fermentat. Samlet viser
sekventeringen, at Leuconostoc bliver dominerende i alle 4 produkter i begge forseg.
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