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Sammanfattning

Examensarbetet utfordes pa SP-Food and Bioscience (tidigare SIK-Institutet for Livsmedel
och Bioteknik) och anknyter till projektet DynahMat (Dynamisk Hallbarhetsdatum for
Minimerat Svinn). Syftet med examensarbetet var att undersdka hur val tillvéxten av
mjoOlksyrabakterier predikteras av tre befintliga prognosmodeller jamfort med tillvéxten av
naturligt forekommande mjolksyrabakterier i MA-packad rokt skinka.

Tillvéxten av mjolksyrabakterier i rokt MA-packad skinka studerades vid tre
lagringstemperaturer (4, 8 respektive 12 °C) och resultat visade att férskdmningen av den
rokta skinkan skedde snabbare vid en hogre lagringstemperatur. De befintliga
prognosmodellerna som tillampades var modeller framtagna av Kreyenschmidt et al. (2010),
Mataragas et al. (2006) och Devlieghere et al. (1998,1999). Prognosmodellerna validerades
genom berékning av accuracy- och bias faktor och resultaten visade att de tre modellerna var
tillampbara for att prediktera tillvaxten av mjolksyrabakterier.

De olika arterna av mjolksyrabakterier i den rokta skinkan identifierades vid slutet av
lagringstiden och identifieringen visade att de dominerande arterna av mjolksyrabakterier var
Lactobacillus curvatus vid 4 C och Lactobacillus sakei vid 8 respektive 12 C.

Laborativa studier har aven utforts pa skinkan dar Listeria monocytogenes ympades in i
produkten for att undersoka dess tillvaxthastighet under paverkan av mjolksyrabakteriernas
tillvaxt. Tillvaxten av L. monocytogenes var lag i belastningsstudien vilket troligen berodde
pa tillvaxt av mjolksyrabakterier som antingen bildade bakteriociner eller att de tva
mikroorganismerna konkurrerade om naringen i skinkan. Berékning av tillvaxt for L.
monocytogenes med hjalp av FSSP visade att tillvaxten paverkades av forekomsten av
mjolksyrabakterier.

Nyckelord: Forskamning, skinka, prognosmikrobiologi, mjolksyrabakterier, identifiering,
hallbarhetstid, lagringstemperatur.



Abstract

The bachelor thesis was performed at SP-Food and Bioscience (formerly SIK-Institutet for
Livsmedel och Bioteknik) as part of the project DynahMat (Dynamisk Hallbarhetsdatum for
Minimerat Svinn). The purpose of the study was to examine how the growth of LAB (lactic
acid bacteria) was predicted by three predicative models compared to the microbial growth of
LAB in naturally contaminated MA-packed cured ham.

The growth of LAB in the cured ham was studied at three storage temperatures (4, 8 and 12
°C) and results showed that the spoilage of ham occurred faster at higher temperatures. The
three predicative models that were used were models developed by Kreyenschmidt et al.
(2010), Mataragas et al. (2006) and Devlieghere et al. (1998, 1999). The predictive models
was validated by calculating accuracy and bias factors and the results showed that the models
were applicable for predicting the growth of LAB.

The different species of LAB in the cured ham was identified at the end of the storage time
and the identification showed that the dominant species of LAB were Lactobacillus curvatus
at 4 C and Lactobacillus sakei at 8 and 12°C.

Experiment where L. monocytogenes was inoculated into the product was performed to
examine its growth under the influence of LAB. The growth rate of L. monocytogenes was
slow and that probably depended on the production of bacteriocins by LAB or competition for
nutrients. The growth of L. monocytogenes was calculated with the FSSP and the results
showed that the growth was affected by the presence of LAB.
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1. Inledning

Matsvinn forekommer i hela livsmedelskedjan och ar ett stort problem bade ur en ekonomisk
synvinkel samt ur ett miljoperspektiv. Detta ar for att mat som fortfarande &r dtbar kastas,
vilket ar onddigt sloseri av nddvéndiga resurser (Livsmedelsverket, 2013). En studie som
utfordes pa mangden matavfall for hela livsmedelskedjan i Sverige ar 2012 visade att det
uppkommer cirka 1,2 miljoner ton matavfall per ar (Livsmedelsverket, 2014b). En svensk
studie visade att en tredjedel av matavfallet som slangs ar pa grund av felaktig méarkning av
hallbarhetsdatumet pa livsmedelsprodukter (Livsmedelsverket, 2014b).

Det angivna bést-fore-datumet anges oftast av tillverkaren och &r endast en garanterad
kvalitetstid av produkten, d.v.s. sista dagen da produkten kan forbrukas. Efter datumet har
passerats ar det upp till konsumenterna sjalva att avgéra om produkten ar hallbar.
Konsumenter forlitar sig oftast pa det angivna bast-fore-datumet, vilket leder till att livsmedel
som fortfarande ar anvandbara efter angiven hallbarhetstid gar till spillo (Naturvardsverket,
2014). Huruvida ett livsmedel ar hallbart efter dess bést-fore-datum har passerat beror pa
manga parametrar och pa vilket livsmedel det ar. De olika parametrarna som paverkar
kvalitén hos kylda livsmedel &r t.ex. processhygien, forpackning och forvaringstemperatur,
dar temperaturen ar den viktigaste parametern. Om den aktuella férvaringstemperaturen for
produkten halls under hela kylkedjan kan dess hallbarhet forlangas (FAO, 2013).

En annan parameter som har stor betydelse for tiden till férskdmningen &r den ursprungliga
mikrobiologiska kvalitén av produkten fore lagring, det vill sdga den initiala halten av den
forskammande mikroorganismen. Den initiala halten &r viktig pa grund av att den anger
méangden av forskamningsfloran som finns i produkten fran borjan och baserat pa dess halt
kommer forskamningsprocessen under paverkan av temperatur ske under en vis tid
(Extension, u.a.).

DynahMat (Dynamisk Hallbarhetsdatum foér Minimerat Svinn) ar ett trearigt Vinnova-
finansierat projekt som drivs av Lunds universitet tillsammans med SP-Food and Bioscience
(tidigare SIK-Institutet for Livsmedel och Bioteknik) och Malmg hogskola for att minska
matsvinn, 6ka kvalitén och produktsakerheten hos kylda livsmedel. | detta projekt skall ett
dynamiskt hallbarhetsdatum for produkterna tas fram genom att utveckla sensorer som genom
tekniska l6sningar kopplas samman med framtagna prognosmodeller. Dessa sensorer kommer
att placeras i kylda livsmedelsforpackningar i form utav elektroniska chip och kommer
darmed att kunna kanna av forandringar av temperatur 6ver tid och prediktera den mikrobiella
tillvaxten (DynahMat, 2013). Detta medfor att hallbarhetsdatumet kan variera och forlangas
eller forkortas och blir darmed dynamisk och mer palitlig vilket kan leda till minskat
matsvinn. De elektroniska chipen kommer att vara kopplade till en databas och kommer
darmed att kunna sénda information vidare till exempelvis mobiltelefonen, vilket gor att
konsumenterna sedan kan avgéra om varan ar tbar eller inte (DynahMat, 2014). SP-Food and
Bioscience fordjupar sig inom forskdmning och sékerhet av livsmedelsprodukter genom att
anvanda sig av prognosmikrobiologi inom detta projekt, vilket innebér att hallbarhetstiden
bestams utifran bakteriehalten vid olika tidpunkter som beror pa temperaturen langs hela
livsmedelskedjan. Prognosmikrobiologi ar ett forskningsomrade inom livsmedels-
mikrobiologi dar man tillampar matematiska modeller for att kunna prediktera den
mikrobiella florans beteende i livsmedlet (Valero et al., 2013).



| projektet, DynahMat, studeras tre kylda livsmedelsprodukter: farsk fisk packad i modifierad
atmosfar (MA-packad), cottage cheese och rokt MA-packad skinka. | detta examensarbete
utfors studier for att validera prognosmodeller for den rokta skinkan (Pérssons rokta skinka

fran Scan), dar forskamningen av charkprodukten studeras.



1.1 Bakgrund

1.1.1 FOrskamningsprocessen

Forskamning ar den process da livsmedel bryts ner och far forandrade egenskaper som
begransar dess hallbarhetstid. Forskamning av livsmedel innebar inte nddvandigtvis att det
blir hdlsofarligt utan de foérandrade egenskaperna av livsmedlet kan vara andring i smak, lukt
och konsistens, vilket gor att de inte langre ar godtagbara. De férandrade egenskaperna av
livsmedlet orsakas vanligtvis av att halten av den férskammande mikroorganismen har natt en
maximal acceptansniva (Kreyenschmidt et al., 2010). Nar mikroorganismer forskammer
livsmedel sa anvander de detta som substrat, bryter ner det och bildar metaboliter som gor att
livsmedlet luktar och/eller smakar illa. Hur lang tid det tar for olika livsmedel att forskammas
beror bl.a. pa vilka mikroorganismer som forekommer och kan véxa i det specifika
livsmedlet. Vilken eller vilka mikroorganismer som férskammer livsmedlet beror pa ett antal
inre faktorer i produkten som t.ex. pH, vattenaktivitet, tillsatta konserveringsmedel och
mikrobiologisk kvalité, samt yttre faktorer sa som lagringstemperatur och
forpackningsatmosfér. Oftast ar det en specifik mikroorganism som dominerar
forskamningsprocessen (Livsmedelsverket, 2014b). Vattenaktivitet ar ett matt pa hur mycket
tillgangligt vatten det finns i produkten och for mikrobiell tillvéxt av de flesta bakterier krévs
en vattenaktivitet pa > 0,9 (Aqua Lab, 2015).

Forskdmningsorganismer som &r kant forekommande i kokt och rokt skinka &r
mjolksyrabakterier, jast, Psedomonas spp., Enterobacteriaceae, och Brochothrix
thermophacta (Kreyenschmidt et al., 2010; Borch et al., 1996). Enligt tidigare studier sa ar det
oftast mjolksyrabakterierna som &r den dominanta forskammande mikroorganismen for MA-
packad skinka. Detta beror pa gassammansattningen i férpackningen (70 % N, och 30 %
CO,) dar den mikrobiella tillvaxten hammas pa grund av bristen pa O, samt den
antimikrobiella effekten av CO,. Aven ingredienser i produkten som t.ex. nitrit och salt
paverkar den mikrobiella tillvaxten. Mjolksyrabakterierna paverkas inte av de faktorerna i
samma utstrackning som ovriga initialt forekommande mikroorganismer i produkten pa grund
av att de inte kréver aeroba forhallanden for tillvaxt och ar relativt toleranta mot ovan namnda
ingredienser. Detta medfor att de Gvriga mikroorganismerna inte paverkar
forskamningsprocessen avsevért och behéver darfor inte studeras i detta sammanhang (Egan,
1983; Samelis et al., 2000).

Mjolksyrabakterierna som har en formaga att forskamma koéttprodukter vid Iaga temperaturer
ar psykrotrofer och psykrotrof ar ett samlingsnamn fér organismer som &r toleranta mot kyla.
Detta innebér att mikrobiell tillvaxt av bakterierna kan ske dven vid kylskapstemperaturer.
(Livsmedelsverket, 2014b; Kraft, 1992). En maximal acceptansniva av mjélksyrabakterier ar
en halt pa over 7 log CFU/g for kokt MA-packad skinka och bade en minskning i pH och
sensoriska forandringar kan da detekteras. pH sankningen beror pa mj6lksyrabakteriernas
metaboliska produkt vilket &r mj6lksyra (Vaikousi et al., 2008; Kreyenschmidt et al., 2010).
De sensoriska forandringarna av kylda livsmedel beror pa vilken art det ar av den
forskdmmande mikroorganismen i produkten. Vanligt forekommande forskdmmande arter av
mjolksyrabakterier i MA-packad kokt skinka ar Lactobacillus sakei och Lactobacillus
curvatus (Samelis et al., 2000; Hu et al., 2009), dar L. sakei orsakar slembildning och
fargférandring i produkten (Devlieghere et al., 2001; Borch et al., 1996).



1.1.2 Prognosmodeller

Det finns manga befintliga prognosmodeller som kan tillampas for att prediktera ett bast —
fore — datum for livsmedel baserat pa den mikrobiella tillvaxten i produkten. En modell som
har utvecklats av Kreyenschmidt et al. (2010) for att kunna forutse hallbarhetstiden for MA-
packad kokt skinka i de olika stegen i kylkedjan for produkten bestar av priméara — och
sekundéra modeller som har kombinerats. Primara modellen beskriver tillvéxten av de
forskdmmande mikroorganismerna under lagringstiden och de sekundéara modellerna
beskriver temperaturens effekt pa tillvaxten. | modellen framgick det att temperaturen &r en
valdigt viktig parameter som paverkar tillvaxten av mikroorganismer i livsmedel. Om
temperaturen okas sa 6kar mikroorganismernas tillvaxthastighet och darmed sker
forskdmningen av produkten snabbare (Kreyenschmidt et al., 2010).

En annan prognosmodell som har utvecklats av Mataragas et al. (2006) for att prediktera den
mikrobiella tillvaxten fungerar pa samma satt som modellen framtagen av Kreyenschmidt et
al. (2010). Den har utvecklats genom studier av rokt vakuumférpackad kottprodukt och &ven
hér studeras det hur tillvaxten av den férskdmmande mikroorganismen paverkas av
temperaturen under lagringstiden (Mataragas et al., 2006). En annan studie utférdes dér en
prognosmodell utvecklades av Devlieghere et al. (1998, 1999) genom att utféra experiment i
buljong dar det undersoktes hur tillvéxthastigheten av den férskdmmande mikroorganismen
paverkades av varierande koncentrationer av koldioxid i produktens vattenfas samt
vattenaktiviteten i produkten (Devlieghere et al., 1998; Devlieghere et al., 1999).

1.1.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ar en patogen mikroorganism som forekommer fritt i naturen och som
pa olika sétt kan komma in i anlaggningar dar livsmedel produceras. Bakterien &r talig och
kan bl.a. tillvéxa i livsmedel som ar vakuumférpackade samt produkter som ar packade i en
modifierad atmosfar. Den klarar dven av att véxa i kylskapstemperatur och den inhiberas inte
av de salthalter som oftast forekommer i charkprodukter. L. monocytogenes kan férekomma i
manga livsmedel, men dor vid upphettning (6ver 70 °C) av livsmedlet. Produkter som fortars
utan att upphettas &r t.ex. charkprodukter (t.ex. kokt — och rokt skinka), dessertostar och
gravad fisk (Livsmedelsverket, 2014a) och om produkterna ar kontaminerade av L.
monocytogenes kan personer med nedsatt immunforsvar fa listeriainfektion
(Livsmedelsverket, 2014a).

Det finns olika studier om hur tillvaxten av mjélksyrabakterier och L. monocytogenes
paverkas av varandra. En del arter av mjolksyrabakterier kan hamma tillvéxten av L.
monocytogenes genom att de producerar antimikrobiella metaboliter, sa kallade bakteriociner.
De kan daven hamma tillvéxten av patogenen pa grund av att de tva mikroorganismerna tavlar
om néring. Bade L. sakei och L.curvatus, som namndes tidigare som de vanligaste
férekommande férskdmmande arterna av mjolksyrabakterier i MA-packade kokt skinka, har
tillampats i studier for att undersdka om de kan producera bakteriociner for att hdmma L.
monocytogenes (Devlieghere et al., 2001; de Souza Barbosa et al., 2015; UniProt, 2014).



1.2 Syfte

Examensarbetets syfte var att studera férskdmningen under lagringstiden for Parssons rokta
MA-packade gourmetskinka fran Scan vid olika lagrings temperaturer, +4,+8 respektive +12
°C, for att se hur den mikrobiella tillvaxten paverkades av temperaturen. Tillvaxtkurvor
konstruerades for halten mjolksyrabakterier och dess initiala halt, medelvérde och spridning i
charkprodukten bestamdes. Resultaten anvéndes sedan for att validera befintliga
prognosmodeller och de olika arterna av mjélksyrabakterier som fanns i produkten vid
hallbarhetstidens slut identifierades. Aven forsok dar L. monocytogenes ympades in i
charkprodukten utfordes for att bestdimma dess tillvaxthastighet i produkten.

1.3 Avgransning

Detta examensarbetes avgransning var att validera tre befintliga prognosmodeller for
tillvaxten av mjolksyrabakterier i forhallande till Parssons rokta MA-packade skinka fran
Scan.



2. Teori
2.1 Prognosmodeller

| detta examensarbete validerades tre utvalda befintliga prognosmodeller mot resultat fran
laborativa studier av den rokta MA-packade skinkan fran Scan.

2.1.1 Kreyenschmidt et al. (2010)

En modell utvecklades av Kreyenschmidt et al. (2010) i syfte att bestamma hallbarhetstiden
av MA-packad kokt skivad skinka i de olika stegen av kylkedjan. Modellen utvecklades
genom lagringstudier av skinkan under forvaring vid konstanta temperaturer (2 — 15 °C).
Under lagringsstudierna undersoktes mjolksyrabakteriernas tillvéxt, TVC (total viable count),
sensoriska forandringar (smak, lukt och konsistens av skinkan) och férandringar i pH. Olika
priméra — och sekunddra modeller kombinerades for att hitta en [amplig modell som stdmde
overens med resultaten fran lagringsstudierna. Genom att utfora statistiska analyser erhélls
palitligast resultat da den primara modellen The modified Logistic model och den sekundéara
modellen Arrheniusekvationen kombinerades.

Priméar modell - The modified Logistic model

C
1 +e~B(=M)

N(t)=A + (Ekv. 2.1)
Dar:

t=tid

N = log;o CFU/g vid tiden t

C = Nmax = maximal mikrobiell tillvaxt (CFU/qg)

M = tiden da maximal tillvaxthastighet har uppnatts (t)

B = den relativa maximala tillvaxthastigheten vid tiden M (h™%)

Sekundér modell - Arrheniusekvation

In(B) = InF — (R”"XaT) (Ekv. 2.2)
Dar:

B = den relativa maximala tillvéxthastigheten vid tiden M

F = pre-exponential factors (h™)

E. = aktiveringsenergi for bakteriell tillvaxt (kJ mol™)

R = gaskonstanten (8,314 J mol™ K™

T = absoluta temperaturen (K)



2.1.2 Mataragas et al. (2006)

En prognosmodell utvecklades av Mataragas et al. (2006) for att kunna forutspa
hallbarhetstiden for kottprodukter bade snabbt och palitligt. Laborativa experiment utfordes
pa en naturligt kontaminerad vakuumpackad rokt skivad kottprodukt. Detta medférde att
parametrar som kunde leda till forutsagbara fel som t.ex. produktens struktur/sammanséttning
och mikrobiell tavling réknas med. Modellen validerades under dynamiska temperaturer som
oftast bemdéts i hela kylkedjan och i1 andra kott produkter, detta for att kunna uppskatta
modellens tillamplighet pa liknande produkter. Slutet av hallbarhetstiden for produkten
uppskattades genom visuell inspektion dar forandring i farg, bildning av slem, sur lukt,
minskning i pH, hog halt av den forskdmmande mikroorganismen och/eller métning av
koncentrationen av dess metaboliska produkt undersoktes. Olika modeller tillampades och
genom statistiska analyser konstaterades det att en kombination av Modified Gompertz
function (priméar modell) respektive Arrheniusekvation (sekundar modell) gav palitligast
resultat. Den prediktiva framtagna modellen var tillampbar inom féljande experimentella
riktlinjer for produkten;

Initial halt av den forskdmmande mikroorganismen = 0,5 — 1,5 (log CFU/q)
Vattenaktivitet, a,, = 0,977 — 0,983

NaCl (salthalt) = 2,0 %

pH = 6,26-6,48

Forvarings temperatur = 0-12 °C

Primar modell - Modified Gompertz function

N(t) =A +C Xexp{—exp[—B x (t —M)]} (Ekv. 2.3)
Hmax = = (Ekv. 2.4)

LDP =M — — (Ekv. 2.5)

Nopax =A +C (Ekv. 2.6)

Dar:

N(t) = logyo CFU/g vid tiden t

A = den initiala halten, Nq (log CFU/q)

C = maximala halten minus den initiala halten = Npmax — No (log CFU/q)
B = den maximala tillvéxthastigheten (d™*) vid tiden M

M = tiden vid den maximala tillvaxthastigheten (d)

e=2,7182

LDP = lag phase duration



Sekundér modell - Arrheniusekvation

INftmax = N4, — (REX“T) (Ekv. 2.7)
In(==) =dpp — (-2) (Ekv. 2.8)
Dar:

Ay och A pp = pre-exponential factors

E. = aktiveringsenergi for mikrobiell tillvaxt (kJ/mol)
R = gaskonstanten (8,314 J/mol K)

T = temperatur (K)

2.1.3 Devlieghere et al. (1998,1999)

Den viktigaste komponenten i MA-packade livsmedel ar koldioxidhalten i
gassammansattningen pa grund av dess antimikrobiella effekt. Devlieghere et al. (1998)
studerade de olika parametrarna som paverkar hur mycket koldioxid som upplostes i
vattenfasen av produkten. De parametrar som hade storst effekt var den initiala halten av
koldioxid i gasfasen, forhallandet mellan gas- och produktvolym (G/P) samt pH. Response
Surface Model framtagen av Devlieghere et al.(1998) predikterar méngden koldioxid upplost i
modifierad BHI-buljong genom medelvérden framtagna med Response Surface Methodolgy
(RSM). I modellen raknas parametrarna G/P, initial koldioxid koncentration i gasfasen och
temperaturen in. Koncentrationen av koldioxid i 16sningen vid jamvikt beskrivs vanligtvis
med Henrys lag, denna utvecklades vidare genom att andra parametrar tilldelades och
foljande ekvation héarleddes.

G G 2 G,
(Coz)gq _ (F choz +K)—\/((F choz +K) —4.K.F./0C'0£g><pcoz/100) (Ekv 29)

2

Dar:

(COZ)Eq = Koncentration av koldioxid i vattenfasen vid jamvikt (g/L)
K = Henrys konstant (g/L atm)

Pco, = Partialtrycket av koldioxid i gasfas vid jamvikt (atm)

G/P = Forhallandet mellan gas- och produktvolym

%C03, = Initial halt av koldioxid (%)

Ekvation 2.9 var tillampbar for att bestdmma hur de yttre - (temperatur, G/P och initial halt av
koldioxid i gasfasen) och de inre (pH och fettinnehall) parametrarna paverkar I6sligheten av
koldioxid i produkten.



Devlieghere et al. (1999) jamforde tillvaxten av Lactobacillus sake fran experiment i buljong
odlad i en modifierad atmosfar med Extended Ratkowsky Model och Response Surface
Model. Response Surface Model gav generellt battre resultat, men ologiska prediktioner
erholls av den maximala specifika tillvaxthastigheten av Lactobacillus sake vid laga
vattenaktiviteter. Extended Ratkowsky Model tillampades for att se vattenaktivitetens- och
temperaturens paverkan pa den maximala specifika tillvaxthastigheten av Lactobacillus sake.
Aven data tillsattes for att inkludera effekten av upplést koldioxidhalt pa lagfasen. Foljande
ekvation anvandes:

tmax = b (ayw — ay, . )X ([CO,, . | —[COz]) = (T — Typin)? (Ekv. 2.10)

Dar:

Mmax = Specifika maximal tillvaxthastighet

[CO,] = koncentration av upplést halt av koldioxid (ppm)

[CO2max] = teoretiskt uppskattad maximal koncentration av upplost halt av koldioxid (ppm)
b = konstant

T = temperatur (°C)

Tmin = teoretisk uppskattad minsta temperatur for tillvaxt av mikroorganismer (°C)

aw = vattenaktivitet

awmin = teoretisk uppskattad vattenaktivitet for tillvaxt av mikroorganismer

Ovanstaende ekvationer anvandes i modellen av Devlieghere et al. (1998, 1999) for att
prediktera tillvéxten av mjolksyrabakterier i Scans rokta skinka.



2.2 FSSP

Paw Dalgaard pa DTU Food, en sektion inom Technical University of Denmark (DTU) har i
samarbete med Brian J. Cowan pa Anchor Lab K/S utvecklat programvaran FSSP som finns
tillganglig att ladda ner pa: http://fssp.food.dtu.dk/. Programvaran ar baserad pa olika
matematiska modeller som kan prediktera tillvaxten av den forskdmmande mikroorganismen
samt tillvéxten av patogener som forekommer i fisk- och kottprodukter. Prediktionen utfors
utifran hur temperaturen skulle kunna paverka lagringstiden for produkten och alternativ finns
dar prediktionen av tillvéxten kan ske under konstanta- eller varierande lagringstemperaturer
(DTU, 2014a).

I modellen for tillvaxten av L. monocytogenes och mjolksyrabakterier samt for L.
monocytogenes i produkt utan mjélksyrabakterier inkluderas olika parametrar som kan
paverka tillvaxten av mikroorganismerna. Modellen ar tillampbar for fisk- och kéttprodukter
som ligger inom riktlinjerna for foljande parametrar (DTU, 2014a; DTU, 2014b):

Forvarings temperatur: 2-25°C

pH 5.6-7.7

Nitrithalt i produkten: 0-150 ppm

Rokkomponenter (fenol) i produkten: 0-20 ppm

Halt av koldioxid i produktforpackningen: 0 — 100 %

Halt av salt upplost i vattenfasen av produkten: 0.7-9.0 %

Organiska syror i vattenfasen av produkten: Attiksyra = 0-11000 ppm, bensoesyra =
0-1800, citronsyra = 0 — 6500 ppm, diacetat = 0-3000 ppm, mjolksyra = 0-60000 ppm
och sorbinsyra = 0-1300 ppm

FSSP innefattar ett antagande att mjélksyrabakterier hammar/dampar tillvaxten av L.
monocytogenes, en sa kallad Jameson effekt. Denna effekt innebar att en art av
mikroorganismerna producerar inhibitorer som hammar tillvaxten for en annan art (DTU,
2014b; Mellefont et al., 2008).
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2.3 Statistisk analys och validering av modeller

2.3.1 Bias- och accuracy faktor

Validering av prognosmodeller gérs genom att berdkna en bias — och accuracy faktor. Bias
faktorn (Bs) indikerar medelskillnaden mellan de observerade - och predikterade vardena och
ger en uppfattning om ifall modellen 6ver — eller underpredikterar den mikrobiella tillvaxten i
produkten. Om B¢ < 1 underpredikterar modellen tillvaxten vilket ar valdigt farligt da den
mikrobiella tillvaxten ar hogre i produkten &n vad som anges av modellen. Om B¢ = 1 ger
modellen en perfekt bild av den mikrobiella tillvéxten. En tillampbar modell bér ha en
biasfaktor mellan 0,75 och 1,25 (Ross, 1996; Dalgaard.P, 2000).

Accuracy faktor (As) anger hur korrekt modellen &r, det vill sdga hur néra de predikterade
vardena ar de observerade. Om faktorn = 1 sa ger modellen en perfekt Gverenstammelse
mellan observerade — och predikterade varden. Ju hogre vérdet &r Gver ett desto mindre
stdimmer modellen 6verens mellan de observerade — och predikterade vardena (Ross, 1996).

P‘max,predicted)
Hmax,observed
n

<Zlog(
B; = Bias factor = 10

(Ekv. 2.11)
(z l°g(7’2’1‘;’iiliii?5§)>
Ay = Accarucy factor = 10 (Ekv. 2.12)
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3. Material och metodbeskrivning

3.1 Material

3.1.1 Produkt

Parssons rokta gourmetskinka, MA-packad, Scan, Sverige

Innehdllsférteckning:

”Skinka (skinkbitar 95 %), koksalt, antioxidationsmedel (E325, E301, E331), druvsocker,
socker, stabiliseringsmedel (E452), konserveringsmedel (E250), rokarom.” (Parssons,
u.d.)

Signifikanta produktparametrar fran Scan:

Nitrithalt = ca 150 ppm

Vattenaktivitet, (aw) = 0,96

Salthalt = ca 3,0 %

Vattenhalt = 73-75 %

Gassamansattning i forpackning: 30 % CO, och 70 % N,

3.1.2

Instrument

Autoklav: 3170ELV, Tuttnauer, Nederlanderna
Stommackerpasar: Blender bags standard 400, GRADE, England
Homogeniseringsapparat: Smasher, AES Laboratore, Frankrike
Vag: Delta dilutor, iUL-instruments, Spanien

pH-meter: HI-8418, HANNA instruments, Italien

Inkubator: Termaks AS, Norge

Temperaturlogger: intab, Sverige

Vattenaktivitetsapparat: AQUA LAB CX-2, USA

Kastrull

Kokplatta: Wilfa, Norge

Centrifug: HERAEUS PICO 17, Thermo Scientific, Tyskland
Eppendorf ror: SARSTEDT, Tyskland

PCR ror: SARSTEDT, Tyskland

PCR: MyCycler™ Thermal cycler, BIO-RAD,USA

Elektrofores och trag: Bio-Rad Laboratories, Inc, Singapore
Packningsmaskin: Henkovac, HFE Vacuum Systems, Nederlanderna
Gasanalysapparat: CheckMate 1l, PBI Dansensor, Danmark
Plast: utsida polyester, insida Polyethylene-EVOH (Ethylene Vinyl Alcohol), tjocklek
12 pum, Flextrus, Sverige

Kula for gjutning av MRS agar plattor

Kylvéska
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3.1.3 Kemikalier

M.R.S agar (de Man, Ragosa, Sharpe): CM 361, Oxoid LTD., England
Bacto™ Peptone: Difco 0118, BD (Becton, Dickinson and company), Frankrike
NaCl, extra pure: Scharlau, Spanien

MilliQ vatten

Destillerat vatten

Buffered peptone water: CM 509, Oxoid LTD., England

iIProof Mastermix: Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

Primer F8: invitrogen™ life technologies, Sverige

Primer 926R: invitrogenTM life technologies, Sverige

Agaros: SIGMA-ALDRICH, USA

Stege: Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

1x TAE-buffertldsning

Loading buffer 5x: Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

GelRed™: BIOTIUM, inc., USA

BHI (Brain-Heart Infusion)-buljong

AL-odlingsplattor: Bio-Rad Laboratories, Inc., Frankrike

Blodagarplattor: Bakteriologiska laboratoriet Sahlgrenska, Sverige
Buffertldsningar med pH 7,01 och 4,00 for kalibrering av pH-meter: Thermo
Scientific, USA

3.1.4 Mikroorganismer
e Lactobacillus plantarum stam: ATCC 14917

e Listeria monocytogenes stam: 650: isolerad fran korvmassa, 651: isolerad fran
flaskkott och 564: ”Scott A”, CCUG 32964 = ATCC 015313
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3.2 Forberedelser av medium, odlingsplattor och spadningsvatskor

3.2.1 MRS agar (De Man, Ragosa, Sharpe)

Vid beredning av en liter 16sning av MRS agar l6stes 62 g M.R.S CM 361 agar i 1000 ml
destillerat vatten under omrdrning och upphettning (50 — 100 °C). Darefter sattes 16sningen i
vattenbad under minst 60 minuter for att sedan autoklaveras vid 121 °C under 15 minuter.
Den autoklaverade losningen fordelades i petriskalar med hjalp av en gjutningskula (figur 3.1)
och fick stelna 6ver natten i rumstemperatur och forvarades sedan i kylrum. Fore anvandning
utfordes sterilkontroll och odlingskontroll med L. plantarum pa tva av plattorna som
inkuberades vid 30 °C 1 72 h dven pH kontrollerades pd M.R.S agarn.

Gjutningskula for gjutning av odlingsplattor

Figur 3.1 Bild 6ver gjutning av odlingsplattor med kula.

3.2.2 Peptonvatten (PW)

Peptonvatten anvandes som spadningsvétska vid homogenisering och spadning av prov (rokt
MA-packad skinka fran Scan). For en liter l6sning av peptonvatten ldstes ett gram av Bacto
Pepton Difco 0118 och 8,5 g NaCl i 1000 ml Milli-Q vatten under omrérning. Ldsningen
autoklaverades vid 121 °C under 15 minuter och fick sedan svalna i rumstemperatur innan den
forvarades i kylrum. Innan anvéndning av peptonvattnet kontrollerades dess pH.
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3.2.3 Buffrat peptonvatten

Vid homogenisering och spadning av prov dar L. monocytogenes hade ympats in i produkten
anvandes buffrat peptonvatten som spadningsvatska. For beredning av 1000 ml buffrat
peptonvatten vagdes 20 g Buffrat pepton oxoid CM 509 och lstes i 1000 ml destillerat
vatten. Losningen autoklaverades dérefter vid 121 °C under 15 minuter och sedan
kontrollerades dess pH innan det forvarades i kylrum tills anvandning.
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3.3 Lagringsstudier vid 4, 8 respektive 12 °C

Lagringsstudier har utforts pa MA-packad rokt skinka fran Scan vid tre olika
lagringstemperaturer (4, 8 respektive 12 °C) och vid tre olika leveranser/omgangar (tabell
3.1). Det forutsattes att produkten hade forvarats vid en konstant temperatur pa 4 ‘C fran det
att produkten var fardigtillverkad pa Scan och under transport tills den levererats pa SP-Food
and Bioscience. Forpackningarna fordelades sedan slumpmassigt och forvarades vid olika
konstanta lagringstemperaturer.

Tabell 3.1 Tabell 6ver leverans av produkt.

Leverans Lagrings- Leveransdatum Lagringsdag Skivad och | Forpacknings- Bast-fore-
Jomgang | temperaturer (dar lagringsdag | forpackad, dag datum
°O) noll &r den férmiddag/
dagen da eftermiddag
skinkan hade
paketerats pa
Scan)
4Coch8TC 2014-11-11 1 Férmiddag 2014-11-10 2014-12-05
4 Coch12C | 2014-11-18 1 Formiddag 2014-11-17 2014-12-12
8Coch 12T 2014-11-25 2 (leveransen | Eftermiddag | 2014-11-24 2014-12-19
var forsenad en
dag)

3.3.1 Provuttag och odling

Vid vartdera provtagningstillfallet anvéandes tre forpackningar (A, B och C) fran var
temperatur och 10 g prov véagdes upp fran varje forpackning i tre stommackerpasar och
spaddes 1:10 med peptonvatten. Prov med peptonvatten homogeniserades i 60 s och
fordelades pa odlingsplattor med M.R.S agar med lampliga spadningar. Proceduren
upprepades pa samma satt for alla sommackerpasarna med prov spadda 1:10.
Odlingsplattorna inkuberades vid 30 °C 1 72 h och sedan rdknades halten bakterier for var
odling.

3.3.2 Kaontroll av pH

Pa I6sningen av det homogeniserade provet med peptonvatten kontrollerades pH vid var
temperatur och provtagning.
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3.3.3 Kontroll av temperatur

I kylinkubatorerna dar provet forvarades kontrollerades och noterades temperaturen vid jamna
tillfallen. Aven temperaturloggar placerades i vardera kylinkubatorn fér métning av
temperatur.

3.3.4 Kontroll av vattenaktiviteten i produkten

Vattenaktiviteten av den rokta MA-packade skinkan kontrollerades vid bérjan av odlingen
och i slutet av odlingen, genom att anvanda sig av en vattenaktivitetsapparat. Apparaten
kalibrerades forst med destillerat vatten och prov férdelades sedan i provkoppar och
vattenaktiviteten méttes.

3.3.5 Sensorisk analys

Vid varje provtagning for vartdera packet undersoktes sensoriska parametrar sasom lukt, farg
och konsistens av skinkan.
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3.4 PCR och sekvensering

3.4.1 Provberedning

Fran utvalda odlingsplattor vid de olika lagringstemperaturerna vid slutet av lagringstiden
togs fem till sex slumpmaéssiga kolonier ut och slammades upp i Eppendorfrér med 500,0 pl
autoklaverat MilliQ vatten. Ett hal gjordes i vartdera locket och proven kokades i vattenbad
under fem minuter. Proven centrifugerades under en minut i 10000xg och supernatanten
overfordes till nya Eppendorfror.

3.4.2 PCR-mix

En PCR-mix bereddes for att blanda med de uppslammade proven. Till ett prov behdvdes
12,50 pl iProof Mastermix, 1,0 pl Primer F8, 1,0 pl Primer 926R och 8,50 ul MilliQ vatten.
En provvolym pa 2,0 ul och 23,0 ul PCR mix tillsattes till PCR ror och réren centrifugerades.
En negativ kontroll bereddes i ett PCR ror dar 23,0 pl PCR mix blandades med 2,0 pl MilliQ
vatten.

3.4.3 PCR program

Proven analyseras genom PCR genom att anvénda ett 16S rRNA program (tabell 3.2).

Tabell 3.2 Tabell 6ver cykler i 16S rRNA program for PCR.

Steg Temperatur/tid Cykler
1. Aktivering 98 C, 10 minuter x1
2. Denaturering 98 C, 10 sekunder x35
3. Annealing 557C, 30 sekunder x35
4, Extension 72°C, 1 minut x35
5. Forlangd extension 72 C, 10 minuter x1
6. Kylning 4°C, 00 x1
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3.4.4 Detektion av PCR produkt

PCR produkterna detekteras genom gelelektrofores pa en 1,5 % agarosgel. En stor gel
bereddes genom att 2,25 g agaros I0stes upp i 150 ml 1x TAE buffertldsning under kokning.
For beredning av en liten gel behévdes 0,75 g agaros och 50 ml 1x TAE buffertlésning. Gelen
hélldes upp i ett elektroforestrag och kammar sattes i och gelen fick stelna. En mikroliter av
en loading buffer 5x som var blandad med GelRed™, en fluorescerande farg, blandades med
3,0 ul av PCR produkterna. Den stora gelen med PCR produkterna kordes i ca tva timmar vid
80 V och den lilla gelen kunde koras vid 90 V i ca en timme.

3.4.5 Sekvensering och identifiering

PCR produkterna skickades till Macrogen Europe (Amsterdam, Nederlanderna) for DNA-
sekvensering. Resultatet fran sekvenseringen analyserades sedan for att identifiera
arten/arterna av den férskdmmande mikroorganismen genom att anvénda Basic Local
Alignment Search Tool, BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&L
NK_LOC=blasthome#) mot databasen; 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and
Archaea).
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3.5 Ympning av Listeria monocytogenes i charkprodukten

| detta arbete utfordes laborativa studier déar L. monocytogenes ympades in i den rokta MA-
packade skinkan fran Scan for att kunna studera tillvaxten av mjolksyrabakterierna och L.
monocytogenes och hur de paverkar varandras tillvaxt.

3.5.1 Tillverkning av nya forpackningar

For att kunna ympa in L. monocytogenes i produkten paketerades den om och
sammansattningen mellan gas och produkt beraknades for att kunna skapa en sa lik miljo som
mojligt som i ursprungsforpackningen. Totalvolymen av den ursprungliga forpackningen for
produkten uppmattes till 690 ml varav 200 ml (1 g = 1 ml) bestod av produkten. Detta gav att
29 % av volymen var skinka och resterande var gas. | den nya forpackningen skulle volymen
av produkten vara 40 ml vilket innebér att den totala volymen av férpackningen blev ungefér
138 ml.

3.5.2 Koldanpassning av Listeria monocytogenes

Tre stammar av L. monocytogenes stroks ut pa tre blodagarplattor och inkuberades vid 35 °C i
ett dygn. Overnattskulturer bereddes sedan av vardera stammen med BHI-buljong och
inkuberades vid 37 °C. Spadningar utfordes for vardera 6vernattskulturen med peptonvatten
for att na en ymphalt pa 1000 CFU/mI. De utspada stammarna 6verfordes slutligen till BHI-
buljong for att inkuberas vid 15 °C i tre dygn for att koldanpassas och kunna odlas vid 8 °C.
Den slutgiltiga koncentrationen av vardera stammen blev 10° CFU/m.

3.5.3 Packning av produkt och ympning av Listera monocytogenes i produkt

De tre stammarna av L. monocytogenes som hade kdldanpassats i tre dygn vid 15°C med en
slutkoncentration p& 10° CFU/mlI spaddes till 10* CFU/mI och blandades ihop. Tio
forpackningar av den rokta MA-packade skinkan fran Scan sonderdelades och blandades i en
behallare och 40 g av produkten vagdes upp i vardera forpackning. Fran l1sningen med de tre
mixade stammarna med en koncentration pa 10* CFU/ml fordelades 0,4 ml i vartdera packet
och blandades med produkten. Produkten packades sedan i en modifierad atmosfar; 30 %
CO,/70 % N, och gassammansattningen i de packade férpackningarna kontrollerades (ungefér
30 % CO,/70 % N, och lag O, — halt). Lagringsstudien pa den packade produkten med ympad
L. monocytogenes utfordes sedan vid 8 C.

Vid ompackning och ympning av skinkan sa forvarades den s& mycket som mojligt i kylvaska
for att minimera temperaturpaverkan.
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3.5.4 Provuttag och odling

Ett prov pa 20 g vagdes upp av produkten med ympad L. monocytogenes och spades 1:10 med
buffrat peptonvatten. Det spada provet homogeniserades i 60 sekunder och férdelades pa
odlingsplattor, AL — odlingsplattor for odling av L. monocytogenes och M.R.S odlingsplattor
for mjolksyrabakterier, vid lampliga spadningar. Odlingsplattorna inkuberades i tva dygn vid
30C.

3.5.5 FSSP (Food Spoilage and Safety Predictor)
Predikterade tillvaxtkurvor togs fram med programvaran FSSP version 4.0 for hur
mjolksyrabakterier paverkar tillvaxten av L. monocytogenes och hur tillvaxten av L.

monocytogenes utan inverkan av mjolksyrabakterier var. Parametrar som anvandes for att
forutspa tillvaxterna av mikroorganismerna presenteras i bilaga 1 respektive 2.
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4. Matematiska berakningar och hantering av resultat

4.1.1 Halt av mjolksyrabakterier (CFU/q)

Fran vardera provtagningen vid de olika omgangarna och temperaturerna togs tre replikat ut
fran tre olika forpackningar (A, B och C) och spaddes till lampliga koncentrationer for odling.
Log CFU/g i diagram vid de olika lagringsdagarna och temperaturerna baserades pa ett
medelvérde av resultaten (log CFU/g mj6lksyrabakterier) fran de olika odlingarna.

4.1.2 Bestamning av den initiala halten av mjélksyrabakterier

Bestamning av den initiala halten av mjolksyrabakterier gjordes genom att konstruera
tillvaxtkurvor for de olika lagringsomgangarna dar medelvardet av halten mjélksyrabakterier
(log CFU/qg) plottades mot lagringstiden i dagar. Da linjar regression gjordes gavs ett linjart
samband (y = kx = m) under den exponentiella fasen i tillvéxtkurvan. Skarningspunkten (m)
angav den initiala halten av mjolksyrabakterier vid dag noll. Den initiala halten som fas ur
ekvationen fran linjar regression togs ut under antagandet att det inte fanns nagon lagfas.

4.1.3 pH

Vid varje provtagningstillfalle mattes pH pa de tre homogeniserade replikaten (A, B och C).
Resultaten av pH i diagrammen baserades pa ett medelvarde av de tre replikaten.

4.1.4 Temperaturloggar

Fyra matningar av temperatur utférdes per dag av loggarna och diagram dver temperaturen i
kylinkubatorerna dar skinkan forvarades baserades pa ett medelvérde av dessa matningar, dar
temperaturloggarna hade en korrektionsfaktor beroende pa vilken temperatur den var installd
pa (figur 4.1).
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Figur 4.1 Figur 6ver temperaturloggar och deras korrektionsfaktorer.

4.1.5 Bestamning av den specifika maximala tillvéxthastigheten (Mmax)

I denna studie bestdmdes Pmax med hjalp av linjar regression av halten mjolksyrabakterier
under lagringstiden. Punkter som motsvarade den exponentiella tillvéxten valdes ut for att ta
fram pmax. Ur de konstruerade tillvaxtkurvorna for lagringsstudier och modeller med linjar
regression angav lutning (k) i ekvationen (y = kx £ m) den specifika maximala
tillvaxthastigheten, pmax (d™).

4.1.6 Standardavvikelse

De angivna standardavvikelserna i diagrammen baserades pa medelvarden for tillvaxten av
mjolksyrabakterier (log CFU/g) fran exponentiella fasen under lagringstiden.
Standardavvikelsen ar ett statistiskt matt pa hur mycket de ingaende vérdena i populationen
avviker fran medelvardet av dem och en uppfattning fas pa hur liten/stor spridningen &r av
resultaten ifran laborativa studier.

4.1.7 R-kvadratvarde (R%)
R? anger hur beroende de ingdende variablerna &r av varandra i den linjara regressionen for

diagrammen och vardet kan ligga mellan noll till ett. Ju n&rmre vérdet &r ett desto mer troligt
ar det att det finns ett linjart samband mellan variablerna.
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5. Resultat och diskussion
5.1 Lagringsstudier vid 4, 8 respektive 12 °C

5.1.1 Tillvaxtkurva for lagringsstudier och bestamning av den initiala halten av den
forskdmmande mikroorganismen

Diagram 5.1 visade att temperaturen paverkade tillvaxten av mjolksyrabakterier, till foljd av
att tillvaxthastigheten okade (Tabell 5.1), for lagringsstudier utférda pa MA-packad rokt
skinka fran Scan. Diagrammet visade att lagringstiden for de omgangarna dar den rokta
skinkan lagrades vid 8 respektive 12 °C forkortades jamfort med lagring vid 4 °C.
Charkprodukt som forvarades vid 4 °C vid omgang ett hade en lagringstid pa 6ver 30 dagar
innan den nadde den maximala acceptansnivan pa 7 log CFU/g av mjolksyrabakterier.
Jamforelse mellan tillvixtkurvorna frdn omgang ett och tva vid 4 °C var inte mojlig da
lagringsstudierna avbréts for omgang tva innan en hog halt av mjélksyrabakterier hade
uppnatts. Lagringstiden vid 8 °C och 12 °C uppmittes till ungefér 17-20 dagar respektive 10 —
12 dagar innan de nadde den maximala acceptansnivan.

Resultaten i tabell 5.1 visade att ju lagre initial halt det var av mjolksyrabakterier desto
snabbare skedde forskamningen av produkten. Detta var valdigt ologiskt da det borde vara
tvart om, d.v.s. att ju lagre den initiala halten av mjolksyrabakterier var desto langsammare
borde forskamningen av produkten ske. Detta kan bero pa att det egentligen fanns en lagfas
men studierna utférdes under antagandet att det inte fanns nagon lagfas for
mjolksyrabakterierna. Tillvaxthastigheterna i tabell 5.1 var anda relativt lika for de olika
omgangarna/leveranserna vid samma temperatur och darmed kunde resultaten tillampas for
att jamforas med befintliga prognosmodeller. En annan bidragande parameter till att den
initiala halten varierade kunde bero pa att en viss osékerhet fas nar den initiala halten
uppskattas utifran skarningspunkten som anges vid linjar regression.

Variation i den initiala halten i den rokta skinkan kunde bero pa att den mikrobiologiska
kvalitén varierade fran forpackning till forpackning av produkten. Vid varje provtagning
anvéndes tre olika frpackningar, vardera forpackning av skinkan hade en viss initial halt och
resultaten fran odlingarna som anvéndes for att konstruera tillvaxtkurvor baserades pa
medelvarden av de tre forpackningarna.

Eftersom ingen hansyn togs till lagfasen for mjolksyrabakterierna fas en ungefarlig initial halt
av mjolksyrabakterier. For att ta fram en mer precis initial halt borde provtagningar utforas
oftare i borjan av lagringstiden och dessutom borde det pabdrjas fran dag noll (den dagen
skinkan paketerades) for att kunna konstruera tillvéxtkurvor med en tydligare lagfas. Lagfasen
gick inte att urskilja fran exponentiella fasen i diagram 5.1. Det &r dock svart att studera
lagfasen for mikroorganismerna da de oftast finns en lag halt av dem i produkten fran bérjan,
d.v.s. under detektionsniva for analysen.
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Tillvéxtkurva for mjolksyrabakterier under hela lagringstiden

—8—-0mgang 1, 4 grader
celsius

Omgang 2, 4 grader
celsius

Halt av
mjolksyrabakterier
(log CFU/g)

—o—0mgdang 1, 8 grader
celsius

—8—0mgang 2, 12 grader
celsius

Omgang 3, 8 grader
celsius

Omgang 3, 12 grader
celsius

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Lagringstid (dagar)

Diagram 5.1: Diagrammet visar tillvaxten av halten mjolksyrabakterier (log CFU/g) i form av
medelvarden av halten mjolksyrabakterier i tre olika paket under lagringstiden i dagar for
var omgang och temperatur.

Tillvaxtkurvor konstruerade for den exponentiella fasen for vardera omgangen och temperatur
(diagram 5.2) klargjorde att tillvaxthastigheten 6kade vid en hdgre lagringstemperatur genom
att lutningen av kurvorna blev brantare ju hogre temperaturen blev (frén 4 °C till 12 °C).
Kurvans lutning (k) angav den maximala specifika tillvaxthastigheten for den forsk&mmande
mikroorganismen for vardera omgangen och temperatur. Resultat for linjar regression av
tillvaxtkurvorna i exponentiella fasen presenteras i tabell 5.1 ddr ekvationen y = kx + m angav
bade den initiala halten av mjolksyrabakterier (m) och den maximala specifika
tillvaxthastigheten (k) for vardera omgangen och temperatur.

Tillvaxtkurvor fér mjélksyrabakterier under exponentiella fasen
10

9 ® Omgdng 1vid 4 grader celsius
® Omgdng 1vid 8 grader celsius

Halt av B Omgang 3 vid 8 grader celsius

mijdlksyrabakterier

(log CFU/g) 4 Omgang 2 vid 12 grader celsius

Omgang 3 vid 12 grader celsius

Omgang 2 vid 4 grader celsius

0 5 10 15 20 25 30 35
Lagringstid (dagar)

Diagram 5.2: Diagrammet visar tillvaxten under exponentiella fasen av halten
mjolksyrabakterier (log CFU/g) i form av medelvarden av halten mjélksyrabakterier i tre
olika paket under lagringstiden i dagar for var omgang och temperatur.
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Tabell 5.1: Tabellen visar en sammanstéllning av resultat fran linjar regression av
tillvaxtkurvor konstruerade av resultat ifran lagringsstudier for var omgang och temperatur.

Omgéng | T Ekvation fran linjar R° Hmax (d7) Initial halt av Initial halt av
(°C) | regression (y = kx £ m) mjOlksyrabakterier | mjolksyrabakterier
(log CFU/qg) (CFU/g)
1 4 y = 0,2729x-1,2643 0,98 0,27 -1,26 0,05
1 8 y = 0,4602x-0,4066 0,93 0,46 -0,41 0,39
2 4 y = 0,1894x-0,3487 0,88 0,19 -0,35 0,45
2 12 y = 0,6248x-0,6357 0,93 0,62 -0,64 0,23
3 8 y = 0,5073x-1,5804 0,98 0,51 -1,58 0,03
3 12 y = 0,7158x-0,9842 0,92 0,72 -0,98 0,10
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51.2 pH

Uppmatt pH under lagringstiden for skinka som lagrats vid 4, 8 respektive 12 °C visade att pH
varierade mellan 5,8 och 6,2 under hela lagringstiden (diagram 5.3). Variationen av pH under

lagringstiden berodde pa att den mikrobiologiska kvalitén i var forpackning varierade och
uppmatt pH i diagrammet baserades pa ett medelvarde fran prov pa tre forpackningar av
skinka. Kurvorna i diagrammet som uppgav en mojlig indikation pa en pH sénkning vid en
uppnadd halt pa 7 log CFU/g var omgéang ett vid 4 respektive 8 °C och omgang 3 vid 8
respektive 12 °C. Kurvan for omgang tva vid 4 °C visade en 6kning 1 pH vid slutet av
lagringstiden vilket kunde bero pa att lagringsstudierna avslutades efter att en halt pa bara 5-6
log CFU/g av mjdlksyrabakterier hade uppnatts. pH vid omgang tva vid 12 °C ékade i slutet
av lagringstiden vilket ar ologiskt da koncentrationen av mjélksyra producerad av
mjolksyrabakterierna borde 6ka nér populationen av mikroorganismerna blev storre.

6,3

6,2

6,1

pH

59

58

57

3

Uppmé&tt pH under lagringstiden

4 5 6 7

Halt av mjolksyrabakterier (log CFU/g)

—e— Omgang 1, 4 grader celsius

Omgang 2, 4 grader celsius

—8—0Omgang 1, 8 grader celsius

—e— Omgang 3, 8 grader celsius

—&—Omgang 2, 12 grader celsius

0Omgdng 3, 12 grader celsius

Diagram 5.3 Diagrammet visar uppmatta medelvarden av pH under lagringstiden i samband
med tillvaxten av medelvardet av halten mjolksyrabakterier (log CFU/g) for var omgang och

temperatur.
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5.1.3 Temperatur

Diagram 5.4 visade att inga ovéntade handelser i temperatur hade intréffat vid lagringen av
skinkan vid 4, 8 respektive 12 °C i kylinkubatorerna, vilket var férvintat da de laborativa
experimenten gav relevanta resultat.

Temperatur uppmatt av temperaturloggar i kylinkubator

IZWHW

10
—8— 12 grader celsius

8
Temperatur 8 grader celsius
(0
6 .
—&— 4 grader celsius

! MWW
2
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tid (dagar)

Diagram 5.4 Diagrammet visar medelvarden av temperatur uppmatt av temperaturloggar i
kylinkubatorer under lagringstiden vid 4, 8 respektive 12 °C.
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5.1.4 Kreyenschmidt et al. (2010)

Med modellen framtagen av Kreyenschmidt et al. (2010) konstruerades tillvaxtkurvor vid 4, 8
och 12°C med linjdr regression for halten mj6lksyrabakterier (log CFU/g) for jamforelse med
tillvaxtkurvor framtagna med resultat fran lagringsstudier. Diagrammen 5.5-5.7 visade tydligt
att tillvéxtkurvorna framtagna med modellen av Kreyenschmidt et al. (2010)
underpredikterade tillvaxten av mjolksyrabakterierna jamfort med tillvaxtkurvorna fran
lagringsstudierna. Underprediktionen var relativt stor med ca 15 % och kom inte inom
ramarna for standardavvikelsen av tillvaxtkurvorna fran lagringsstudierna. Diagrammen
visade dven att lutningen for tillvaxtkurvorna framtagna med modellen av Kreyenschmidt et
al. (2010) for de tva olika omgangarna vid samma temperatur var ungefar samma. Detta ar for
att modellen ar uppbyggd pa att det &r samma tillvaxthastighet vid samma temperatur oavsett
initial halt. Ekvationerna fran den linjara regressionen som angavs i diagrammen 5.5-5.7
visade aven detta, da de olika tmax Vardena for samma temperatur var ungefar samma.

Tillvaxtkurva fér Kreyenschmidt et al. modell vid 4 °C

; b
® Omgéng 1 fran lagringsstudier
6
5 : ¥ Omgang 1, Kreyenschmidt et al.
% modell
Halt av 4 A Omgang 2 fran lagringsstudier
mjolksyrabakterier
(log CFU/g) 3
e # 0Omgang 2, Kreyenschmidtetal.
modell
L T .
.................. -
1 E .......................... D XX
J— e v e T

0 & T i :

0 5 BT 15 20 25 30 35 |Omegang1l, Kreyenschmidtet al. modell

R ¥ =0.0652x-1.1498
1 X* ---------- R?=0.9858
2 Omgang 2, Kreyenschmidt et al. modell
y =0.0668x+0.0935
Lagringstid (dagar) R?=0.9822

Diagram 5.5 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mjélksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 4 °C for omgdng 1 respektive 2 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mj6lksyrabakterier (log CFU/g) beraknad med modell framtagen av
Kreyenschmidt et al. (2010).
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Tillvaxtkurva for Kreyenschmidt et al. modell vid 8 °C

10

8

6

Halt av 4

mjolksyrabakterier
(log CFU/g)

2

A
ok
1
[
3 i |

Lagringstid (dagar)

14

16

18

20

A Omgang 1, Lagringsstudier
Omgang 3, Lagringsstudier

W Omgang 1, Kryenschmidt et al.
modell

# Omgang 3, Kryenschmidt et al.
modell

Omgang 1, Kreyenschmidt et al. modell
y=0.2211x-1.1231
R*=0.9502

Omgang 3, Kreyenschmidt et al. mdoell

y=0.2327x-1.1746
R*=0.933

Diagram 5.6 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mjélksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 8 °C fér omgang 1 respektive 3 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) beréaknad med modell framtagen av

Kreyenschmidt et al. (2010).

Tillvaxtkurva fér Kreyenschmidt et al. modell vid 12 °C

4

Haltay 3

(log CFU/fg) 2

mjolksyrabakterier }

1

O . — et amnn

; [EIE e

-2

—

Lagringstid (dagar)

10

12

14

16

A Omgang 2, Lagringsstudier
Omgang 3, Lagringsstudier

M Omgang 2, Kryenschmidt et al.
modell

# Omgang 3, Kryenschmidt et al.
modell

Omgang 2, Kreyenschmidt et al. modell
y=0.2125x- 1.085
R?=0.9373

Omgang 3, Kreyenschmidt et al. modell
y=0.2327x-1.1746
R?=0.933

Diagram 5.7 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mjolksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 12 °C for omgang 2 respektive 3 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) berédknad med modell framtagen av

Kreyenschmidt et al. (2010).
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5.1.5 Mataragas et al. (2006)

Med modellen framtagen av Mataragas et al. (2006) konstruerades tillvixtkurvor vid 4, 8 och
12 C med linjér regression for halten mjolksyrabakterier (log CFU/g) for jamforelse med
tillvaxtkurvor framtagna med resultat fran lagringsstudier. Diagrammen 5.8-5.10 visade att
tillvaxtkurvorna framtagna med modellen av Mataragas et al. (2006) underpredikterade
tillvaxten av mjolksyrabakterierna jamfort med tillvaxtkurvorna fran lagringsstudierna.
Underprediktionen var relativt liten med ca 5 %, men kom anda inte inom ramarna for
standardavvikelsen av tillvaxtkurvorna fran lagringsstudierna. Diagrammen visade aven att
lutningen for tillvaxtkurvorna framtagna med modellen av Mataragas et al. (2006) for de tva
olika omgangarna vid samma temperatur var samma. Detta ar for att modellen ar uppbyggd
pa att det &r samma tillvéxthastighet vid samma temperatur oavsett initial halt. Ekvationerna
fran den linjara regressionen som angavs i diagrammen 5.8-5.10 visade &ven detta, dar pmax
for 4, 8 och 12°C var 0.15, 0.30 respektive 0.58 d*.

Halt av
mjolksyrabakterier 3
(log CFU/g)

Tillvaxtkurva fér Mataragas et al modell vid 4 °C

Leritt

15

20

Lagringstid (dagar)

25

30

35

B Omgang 1, Lagringsstudier

0Omgdang 1, Mataragas et al.

modell
® Omgdng 2, Lagringsstudier

® Omgang 2, Mataragas et al.
modell

Omgdng 1, Mataragas et al. modell
y=0.1517x-1.264
R?=1

Omgang 2, Mataragas et al. modell
y=0.1517x-0.3487
R?=1

Diagram 5.8 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mjélksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 4 °C for omgdng 1 respektive 2 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) beraknad med modell framtagen av Mataragas

et al. (2006).
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Tillvéxtkurva for Mataragas et al modell vid 8 °C

10

Halt av 4 IE
mjolksyrabakterier

(log CFU/g) f

0 2 e L4 6 8 10 12 14 16

Lagringstid (dagar)

18

B Omgang 1, Lagringsstudier

Omgang 1, Mataragas et al.
modell

A Omgang 3, Lagringsstudier

# Omgdng 3, Mataragas et al.
modell

Omgang 1, Mataragas et al. modell
y =0.2989x - 0.406
20 RZ=1

Omgang 3, Mataragas et al. modell
y =0.2989x- 1.58
R*=1

Diagram 5.9 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mjélksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 8 °C for omgdng I respektive 3 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) beréaknad med modell framtagen av Mataragas

et al. (2006).

Tillvaxtkurva fér Mataragas et al modell vid 12 °C

Halt av
mjolksyrabakterier
(log CFU/g)

Lagringstid (dagar)

10

B Omgang 2, Lagringsstudier

0Omgang 2, Mataragas et al.
modell

A Omgdng 3, Lagringsstudier

# Omgang 3, Mataragas et al.
modell

Omgang 2, Mataragas et al. modell
y=0.5781x-0.636
R?=1

Omgang 3, Mataragas et al. modell
12 y=0.5781x-0.984
R*=1

Diagram 5.10 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mj6lksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 12 °C for omgdng 2 respektive 3 med standardavvikelser, Samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) beréaknad med modell framtagen av Mataragas

et al. (2006).
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5.1.6 Devlieghere et al. (1998, 1999)

Med modellen framtagen av Devlieghere et al. (1998, 1999) konstruerades tillvaxtkurvor vid
4, 8 och 12°C med linjar regression for halten mjoélksyrabakterier (log CFU/g) for jamforelse
med tillvaxtkurvor framtagna med resultat fran lagringsstudier. Diagrammen 5.11-5.13 visade
att tillvéxtkurvorna framtagna med modellen av Devlieghere et al. (1998, 1999)
overpredikterade tillvaxten av mjolksyrabakterierna jamfort med tillvéaxtkurvorna fran
lagringsstudierna. Overprediktionen var relativt liten med ca 6 %, men kom &nda inte inom
ramarna for standardavvikelsen av tillvaxtkurvorna fran lagringsstudierna. Diagrammen
visade dven att lutningen for tillvaxtkurvorna framtagna med modellen av Devlieghere et al.
(1998, 1999) for de tva olika omgangarna vid samma temperatur var samma. Detta ar for att
modellen ar uppbyggd pa att det &r samma tillvaxthastighet vid samma temperatur oavsett
initial halt. Ekvationerna fran den linjara regressionen som angavs i diagrammen 5.11-5.13
visade dven detta, dar Pmax for 4, 8 och 12°C var 0,38, 0,64 respektive 0,98 dt
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Halt av 6
mjolksyrabakterier
(log CFU/g)
2
T
0 e e
[

Tillvaxtkurva for Devlieghere et al. modell vid 4 °C

T e
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Lagringstid (dagar)
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35

A Omgang 1, Lagringsstudier

0Omgang 2, Lagringsstudier

® Omgang 1, Devlieghere et al.
modell

& Omgang 2, Devlieghere et al.
modell

Omgang 1, Devlieghere et al. modell
y=0.3761x-1.2644
R*=1

Omgang 2, Devlieghere et al. modell
y=0.3761x-0.3487

RZ=1

Diagram 5.11 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mj6lksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 4 °C for omgdng 1 respektive 2 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) berédknad med modell framtagen av Devlieghere

et al. (1998, 1999).
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Tillvaxtkurva fér Devlieghere et al. modell vid 8 °C
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Omgang 3, Lagringsstudier

B Omgdng 1, Devlieghere et al.
modell

® Omgdng 3, Devlieghere et al.
modell

Omgang 1, Devlieghere et al. modell
y =0.6431x-0.4066
R*=1

Omgang 3, Devlieghere et al. modell
y=0.6431x-1.58
R?=1

Diagram 5.12 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mj6lksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 8 °C for omgang 1 respektive 3 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) beraknad med modell framtagen av Devlieghere

et al. (1998, 1999).

Tillvéxtkurva fér Devlieghere et al. modell vid 12 °C
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# Omgang 3, Devleghere et al.
modell

Omgéang 2, Devlieghere et al. modell
y =0.9814x-0.6356
RZ=1

Omgang 3, Devlieghere et al. modell
y =0.9814x-0.9842
RZ=1

Diagram 5.13 Diagrammet visar medelvarden av analyserad halt mjolksyrabakterier (log
CFU/g) under lagring vid 12 °C for omgadng 2 respektive 3 med standardavvikelser, samt
tillvaxten av mjolksyrabakterier (log CFU/g) berédknad med modell framtagen av Devlieghere

et al. (1998, 1999).
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5.1.7 Bias — och accuracy factor for modeller

Statistiska berékningar utfordes genom att berakna bias- och accuracy faktor for att validera
prognosmodellerna och for att kunna se hur mycket var modell 6ver- eller underpredikterar. |
tabell 5.2 visas olika parametrar som anvéndes vid de statistiska berédkningarna och resultaten
av bias- och accuracy faktor samt dver- och underprediktion for varje modell.

Tabell 5.2 Tabellen visar en sammanstallning av signifikanta parametrar uttagna fran modell
samt resultat av statistiska berdkningar for de prediktiva modellerna.

Modell > Wmaxpredicted | 2. Mmax, observed | N Bt As Underprediktion | Overprediktion
(d”) (d) (%) (%)
Kreyenschmidt et 0,99 2,77 6 | 085 1,19 15,23
al. (2010)
Mataragas et al. 2,06 2,77 6 | 0,95 1,05 4,84
(2006)
Develieghere et al. 0,88 2,77 6 | 1,06 1,21 571
(1998, 1999)

5.1.8 Slutsats och diskussion for jamforelse av tillvaxtkurvor med prediktiva modeller

Modellen framtagen av Kreyenschmidt et al. (2010) och Mataragas et al. (2006)
underpredikterade tillvaxten av mjolksyrabakterier vid 4, 8 och 12 °C. Underprediktionen av
tillvaxten fran modellerna var sa stor att den inte kom inom ramarna for standardavvikelserna
for halten mjolksyrabakterier fran lagringsstudierna vid nagon temperatur eller omgang.

Den modell som underpredikterade minst var Mataragas et al modell (4,8 %) och den gav en
bra 6verensstimmelse mellan observerade och predikterade varden (As = 1,05).
Underprediktionen av mjolksyrabakterier var minst vid 12 °C for Mataragas et al. (2006)
(diagram 5.10). Anledningen till att modellen fungerade bra kan vara att framtagandet av
modellen har utforts pa rokta kéttprodukter och riktlinjerna for pH, vattenaktivitet, initial halt
av mjolksyrabakterier, lagringstemperatur och salthalt &r pa ett ungefar samma som for MA-
packad rokt skinka fran Scan. Modellen har dock tagits fram utifran experiment som utforts
pa vakuumpackad produkt vilket kan medfora skillnader i den mikrobiella tillvéxten.

Att en modell underpredikterar ar valdigt farligt da halten av den forskammande
mikroorganismen kan vara hogre i produkten &n vad som anges i modellen. Kreyenschmidt et
al. (2010) underpredikterar den mikrobiella tillvaxten med 15,2 % vilket ar relativt mycket
och aven dess accuracy faktor (1,19) visar att de observerade vardena fran lagringstudierna
skiljer sig fran de predikterade véardena fran modellen. Detta kan bero pa att experimentet
utforts pa kokt skinka nar modellen tagits fram, vilket medfor skillnad i vattenaktivitet och
ingredienser i produkten som kan paverka den mikrobiella tillvéxten. Troligtvis ar dessa
viktiga parametrar som man borde ta hansyn till da man utvecklar en prediktiv modell for
tillvaxt av den forsk&mmande mikroorganismen.
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Vid tillampningen av modellen framtagen av Devlieghere et al. (1998, 1999) anvandes
parametrar som vattenaktiviteten (a, =0,97), G/P (2,45) och den initiala halten av koldioxid
(30 %), dar vattenaktiviteten var ett medelvérde av uppmatta varden fran lagringsstudier och
G/P hade beraknats pa originalférpackningen under de laborativa studierna. Resultaten fran
modellen framtagen av Devlieghere et al.(1998, 1999) visade att den mikrobiella tillvaxten
Overpredikterades med 5,7 % och den gav en bra prediktion mellan de observerade- och
predikterade tillvaxthastigheterna (As= 1,21). Overprediktionen av mjélksyrabakterier var
minst vid 8 °C for Devlieghere et al. (1998, 1999) (diagram 5.12). Overprediktion av den
mikrobiella tillvéxten kan leda till 6kat matsvinn, da hallbarheten av produkten forutspas
felaktigt och hallbarhetstiden kan ha natt sitt slut innan férskamningen av produkten sker. En
stor faktor till att modellen 6verpredikterar kan bero pa att modellen var framtagna av resultat
fran experiment utférda i buljong. Den mikrobiella tillvaxten gar snabbare i buljong och
parametrar s som koldioxidhalt i gassammansattningen och vattenaktivitet blir annorlunda i
buljong pa grund av att koldioxiden I6ser sig lattare i vattenfasen av en produkt.

Enligt Dalgaard.P (2000) &r det rimligt att anvénda sig av en prognosmodell som har en bias
faktor mellan 0,75 och 1,25, vilket det tre undersokta prognosmodellerna hade. Dessutom ar
accuracy faktor for vardera modellen inom rimliga vérden, d.v.s. néra ett. Dock &r det
lampligast att anvanda Devlieghere et al. (1998, 1999) for att prediktera den mikrobiella
tillvaxten, da den dverpredikterade den mikrobiella tillvéxten vilket ar battre an
underprediktion. Dessutom tog den hansyn till koldioxidhalten och vattenaktiviteten som ar
tva viktiga parametrar som Mataragas et al. (2006) och Kreyenschmidt et al. (2010) inte tog
hansyn till.
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5.2 ldentifiering av de olika arterna av mjolksyrabakterier i skinkan

Resultat fran sekvenseringen (totalt 39 stycken isolat) visade att 54,0 % var Lactobacillus
sakei (stam: 23K, NBRC 15893, DSM 20017 och CCUG 31331), 41,0 % var Lactobacillus
curvatus (stam: DSM 20019) och att 5,0 % var Lactobacillus graminis (stam: G90) i den
rokta MA-packade skinkan fran Scan. Forekomsten av L. curvatus dominerade i odlingar fran
skinkan som hade forvarats vid 4 “C och vid 8 respektive 12 °C var det L. sakei som
dominerade. L. graminis forekom vid bade 4 °C och 12 °C och eftersom procentsatsen var sa
liten for L. graminis drogs slutsatsen att L. sakei och L. curvatus var de dominerande arterna
av mjolksyrabakterier i skinkan. Enligt tidigare studier, dock pa kokt vakuum-férpackad
skinka, visades det att L. sakei och L. curvatus var de dominanta forskammande arterna av
mjolksyrabakterier.

Fran visuell inspektion vid slutet av lagringstiden for skinkan uppmarksammades forandring i
farg da produkten fick en ljusare ton av rosa och gratt samt slembildning pa produkten vid 8
respektive 12 °C. Enligt Borch et al. (1996) orsakas fargfordndring och slembildning pé
kottprodukter av L. sakei.
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5.3 Tillvaxt av Listeria monocytogenes i charkprodukten
5.3.1 Tillvaxtkurva fér mjolksyrabakterier och L. monocytogenes

Fran resultat av lagringsstudier utférda pa skinka ympad med L. monocytogenes
konstruerades tillvaxtkurvor for halten av mjolksyrabakterier samt L. monocytogenes for att
kunna jamfora tillvéaxthastigheten av de bada mikroorganismerna och se hur de paverkade
varandra. | diagram 5.14 visades det tydligt att tillvaxthastigheten av mj6lksyrabakterierna var
mycket snabbare an tillvéxthastigheten for L. monocytogenes.

For att vidare kunna jamfora tillvaxthastigheten mer noggrant konstruerades nya
tillvaxtkurvor med linjér regression som visas i diagram 5.15. Ekvationerna fran den linjara
regressionen visade att tillvaxthastigheten av L. monocytogenes (Hmax = 0,062 d™*) som
ympades in i skinkan var langsam och nadde en maximal halt pa 3 log CFU/g under 28 dagar.
Mjolksyrabakterierna hade en snabbare tillvaxthastighet (pmax = 0,661 d™) och nédde en halt
pa 8 log CFU/g efter ca 20 dagar (diagram 5.15).

Enligt Develieghere et al. (2001) h&mmas tillvaxten av L. monocytogenes av
mjolksyrabakterier pa grund av mikrobiell tavling om naring och att en del arter av
mjoOlksyrabakterier som t.ex. vissa stammar av L. sakei producerar bakteriociner. Detta ar
mycket troligt da det har identifierats att den dominanta arten av mjolksyrabakterier i skinkan
vid 8 °C var L. sakei. Enligt studier utférda av de Souza Barbosa et al. (2014) visades det att
stammar av L. curvatas ocksa producerade bakteriociner vilket kan hamma tillvéxten av L.
monocytogenes.

Tillvaxten av mjolksyrabakterierna i skinkan med L. monocytogenes hade en lite snabbare
tillvixthastighet an omgéng ett och tre vid 8 “C for lagringsstudierna (diagram 5.15 och 5.2).
Anledningen till att tillvaxthastigheten var snabbare kan bero pa att produkten forvarades vid
2 °C i ca tre dagar innan L. monocytogenes ympades in i produkten. Aven hanteringen av
skinkan under ympning, ompackning och forslutning av forpackningarna kan ha bidragit till
okad tillvaxthastighet da detta skedde i rumstemperatur. Dock forvarades skinkan och
forpackningarna sa mycket som mojligt i kylvaska for att minimera temperaturpaverkan.
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Tillvaxtkurva fér L.monocytogenes och mjolksyrabakterier i skinka med
ympad Listeria vid 8 °C

9
8 -
] _4—3
7 T l —@—Listeria monocytogenes
i L
6 1 Mijolksyrabakterier
Halt av
mjolksyrabakterier/ p=
L.monocyrogenes 4 -
(log CFU/g) T
2
1 4 1
0T
0 5 10 15 20 25 30

Lagringstid (dagar)

Diagram 5.14 Diagrammet visar tillvaxten av halten mjolksyrabakterier samt halten av L.
monocytogenes (log CFU/Q) under lagringstiden i dagar vid 8 °C i form av medelvarden fran
tre olika paket med skinka ympad med L. monocytogenes.

Tillvaxtkurvor for mjélksyrabakterier och L.monocytogenes under exponentiella
fasen i skinka med ympad Listeria vid 8 °C

8
7
* + Mjolksyrabakterier
.
6
Listeria
5
Halt av
mijolksyrabakterier/ *
L.monocytogenes
(log CFU/g) 3 Mijdlksyrabakterier:
y=0,661x-0,7268
2 * R =0,9609
1 - L.monocytogenes:
v =0,0616x+1,4817
0 ‘ ‘ ‘ . R2=0,9117
0 5 10 15 20

Lagringstid (dagar)

Diagram 5.15: Diagrammet visar tillvaxten under exponentiella fasen av halten
mjolksyrabakterier samt halten av L. monocytogenes (log CFU/g) under lagringstiden i dagar
vid 8 °Ci form av medelvdrden frdn tre olika paket med skinka ympad med L. monocytogenes.
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5.3.2 FSSP

Tillvéxtkurvor konstruerades for mjélksyrabakterier och L. monocytogenes med FSSP-modell
for att se mjoélksyrabakteriernas inverkan pa L. monocytogenes tillvaxt. Diagram 5.16 visade
att tillvaxten av mjolksyrabakterier ar mycket snabbare &n L. monocytogenes da den
predikterade tillvaxten av L. monocytogenes och mjélksyrabakterier nadde en maximal halt av
3-4 respektive 8-9 log CFU/g. Den observerade tillvaxten av L. monocytogenes och
mjolksyrabakterier fran lagringsstudier av skinka med ympad Listeria gav maximala halter av
ca 3 respektive 8 log CFU/g. Forhallandet mellan de uppnadda maximala halterna under
lagringstiden for modellen och lagringsstudierna var relativt lika men de predikterade — och
observerade vardena for tillvaxthastigheten var olika (tabell 5.3). Modellen gav en snabbare
tillvaxthastighet for bade L. monocytogenes och mjolksyrabakterier jamfort med resultat fran
lagringsstudierna.

Vidare konstruerades aven en tillvaxtkurva for bara L. monocytogenes med FSSP-modell for
att se tillvéxten av den utan inverkan av mjolksyrabakterier. Den predikterade tillvaxten av L.
monocytogenes under 30 dagar nadde en halt pa 5-6 log CFU/g, detta var med samma initiala
halt av L. monocytogenes som i utfort experiment, d.v.s. 100 CFU/g. Vid framtagandet av
tillvéxtkurvorna med FSSP modellen angavs en halt av rékkomponenter i modellen till 0 ppm
pa grund av avsaknad av denna information. Detta kan ocksa vara en orsak till att modellen
overpredikterarade tillvaxten av bade mjolksyrabakterier och L. monocytogenes. Med
modellens prediktioner jamfort med resultat fran lagringsstudier samt resultat fran
sekvenseringen kunde man dra slutsatsen att L. monocytogenes hdmmades av att
mjolksyrabakterierna producerade bakteriociner eller konkurrens om néring.

Tillvéxtkurva for mjolksyrabakterier och L. monocytogenes vid 8°C

punntt

........................................................................................................................................................................

Lagringstid (dagar)

Diagram 5.16 Diagrammet visar halten av L. monocytogenes (streckad linje) och

mjolksyrabakterier (heldragen linje) log CFU/g under lagring vid 8 °C framtagen med FSSP-
modell.
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log CFU/g

Tillvaxtkurva for L. monocytogenes vid 8°C

Lagringstid (dagar)

Diagram 5.17 Diagrammet visar halten av L. monocytogenes (log CFU/g) under lagring vid
8 °C framtagen med FSSP-modell.

Tabell 5.3 Sammanstallning av tillvéxthastigheter for L. monocytogenes och
mjolksyrabakterier framtagna fran lagringsstudier och FSSP-modell.

Mikroorganism Hmax FSSP-modell (d%) | pmax lagringsstudier (d™)

L. monocytogenes | 0,26 0,06

Mjolksyrabakterier | 1,48 0,66
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6. Slutsats

Lagringsstudier visade att forvaringstemperaturen paverkade tillvaxten av mjolksyrabakterier
och en kortare héllbarhet gavs av den rokta skinkan vid forvaring vid en hogre
lagringringstemperatur dn 4 C. Resultat fran sekvensering visade att de dominanta arterna av
mjolksyrabakterier vid lagringsstudierna av den rokta skinkan var Lactobacillus curvatus vid
4°C och Lactobacillus sakei vid 8 respektive 12 C.

Bestamningen av den initiala halten utifran lagringsstudierna varierade mellan 0,05 och 0,45
CFU/g och detta berodde troligtvis pa att ingen hansyn togs till att det kanske fanns en lagfas
for mjolksyrabakterierna. Dessutom fanns det en viss osakerhet nér den initiala halten
bestamts utifran skarningspunkten och att den initiala halten hade en naturlig variation av
mikrobiologisk kvalité fran forpackning till férpackning.

Statistisk analys av de tre befintliga prognosmodellerna visade att modellerna var tillampbara
for att prediktera tillvaxten av mjolksyrabakterier pa grund av att deras bias faktor lag inom
lampliga ramar (0,75-1,25). Dock ska det vid tillampning av prognosmodellerna has i atanke
att Kreyenschmidt et al. (2010) och Mataragas et al. (2006) underpredikterade den mikrobiella
tillvaxten vilket ar farligt da férskamningen sker snabbare &n vad modellen predikterar.
Modellen framtagen av Devlieghere et al. (1998, 1999) var darfor battre att anvanda da den
Overpredikterade med en liten procentsats och att den tar hansyn till parametarar som kan vara
viktiga da tillvaxten av mjolksyrabakterier predikteras.

Resultat fran lagringsstudierna av skinka med ympad Listeria monocytogenes vid 8 C visade
att tillvaxten av L. monocytogenes var langsam i skinkan vilket troligtvis berodde pa tillvaxt
av mjolksyrabakterier som antingen bildade bakteriociner eller att de tva mikroorganismerna
konkurrerade om naringen i skinkan. Genom kontroll med FSSP modellen bekréftades detta
och att tillvaxten av L. monocytogenes gick fortare utan inverkan av mjélksyrabakterier i en

kottprodukt.
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Bilaga 1: FSSP — parametrar for mjoélksyrabakterier och L. monocytogenes

| foljande bilaga visas de parametrar som stalldes in for prediktion av tillvaxten for
mjolksyrabakterier och L. monocytogenes med FSSP modellen.

e Dadr den initiala halten av L. monocytogenes var densamma som halten som ympades in i
produkten vid belastningsstudierna.

e Inhibiting effect kan vara mellan noll och tva och den stalldes in pa ett da information
saknades for denna parameter.

e Den initiala koncentration (CFU/g) av mjolksyrabakterier togs ut ifran skarningspunkten
som angavs vid linjar regression for mjolksyrabakterier i diagram 5.15.

e Temperaturen sattes till 8 C da det var samma temperatur som anvéndes under
belastningsstudierna for lagring av produkten.

e Salthalten i vattenfasen har beraknades utifran salthalten i Parsson rokta skinka fran
Scan dér produktens salthalt dividerade med dess vattenhalt.

e Ett pH varde valdes till 6,0 da det var ett medelvérde av uppmatta pH fran
lagringsstudier.

e Information om rékkomponenter i skinkan var inte kant sa den sattes till noll.

e Koldioxidhalten vid jamvikt i produktférpackningen var 20 % da reseterande har 16st sig
i produktens vattenfas.

¢ Nitrithalten for den rokta skinkan angavs av Scan och den var 150 ppm.

e En lagringstid valdes till 30 dagar da belastningsstudierna pagick ungefar sa lange.

+ L monocytogenes — psychrotolerant Lactobacillus spp. (LAB) interaction _

= 2
Product characteristics
Product 1 Product 2 Storage period (d) 1]
L. m. inttial cell level (cfu/g) 100 ganic acids in water phase of product

Include lag time for L. monocytogenes 1 _ Product 1
Inhibiting effect factor of LAB on L.m. 1.0 0
LAB intial conec. (cfu/) 0,187 0
Temperature (T} 80 0
NaCl in water phase % 40 0
pH 60 0
Smoke components - phenal {ppm) 0 Sorbic acid {ppm) 0

% C02in headspace gas at equilibrium 20 Poply I I — ‘
Nitrite: 150
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Bilaga 2: FSSP — parametrar for L. monocytogenes

| foljande bilaga visas de parametrar som stalldes in for prediktion av tillvéxten for L.
monocytogenes utan inverkan av mjélksyrabakterier med FSSP modellen.

e Dadr den initiala halten av L. monocytogenes var densamma som halten som ympades in i
produkten vid belastningsstudierna.

e Temperaturen sattes till 8 C da det var samma temperatur som anvidndes under
belastningsstudierna for lagring av produkten.

e Salthalten i vattenfasen har beraknades utifran salthalten i Parsson rokta skinka fran
Scan déar produktens salthalt dividerade med dess vattenhalt.

e Ett pH varde valdes till 6,0 da det var ett medelvérde av uppmatta pH fran
lagringsstudier.

e Information om rékkomponenter i skinkan var inte kant sa den sattes till noll.

e Koldioxidhalten vid jamvikt i produktforpackningen var 20 % da reseterande har l6st sig
i produktens vattenfas.

e Nitrithalten fér den rokta skinkan angavs av Scan och den var 150 ppm.

e En lagringstid valdes till 30 dagar da belastningsstudierna pagick ungefar sa lange.

.. Listri monocytogenes growth mod I

HE.2 5
Product characteristics
Product 1

L. monocytogenes initial cell level {cfu/g) 100
0

Temperature (C) 80
MaCl in water phase % 4.0 0
pH 60 Citric acid (ppm) 0
Smoke components - phenalippm) 0 Diacetate (pga 0
L CO2 in headspace gas at equilibrium 20 0
Nitrite, mg/kg 150 Sarbic acid (ppm) 0

Storage period (d) 30

Apply ‘ l Clear I
Include lag time for L. monocytogenes [ 0
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