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Sammendrag: 

 

Formålet med projektet var at undersøge intracellulære begivenheder i mælkesyrebakterier, 

som kan have betydning for deres syrningsaktivitet. Projektet har bidraget med ny viden, 

idet den første metode til bestemmelse af intracellulær pH (pHi) på enkeltcelleniveau i 

mælkesyrebakterier er blevet udviklet. Samtidig er den tidligste proteinsyntese i 

mælkesyrebakterier efter podning i mælk blevet beskrevet for første gang. 

 

Metoden der er blevet udviklet til bestemmelse af pHi i individuelle bakterieceller er 

baseret på "fluorescence ratio imaging microscopy" (FRIM), hvor cellerne bliver farvet 

med et pH-afhængigt farvestof. Cellerne bliver immobiliseret på et membranfilter, som 

efterfølgende anbringes i et perfusionskammer på et omvendt fluorescensmikroskop. Efter 

belysning af cellerne ved to forskellige bølgelængder, konstrueres et intensitets moduleret 

(IMD) ratio billede ved hjælp af et billedbehandlingssystem. Metodens præcision til 

bestemmelse af pHi i individuelle bakterieceller blev bestemt til 0,1 til 0,2 pH enheder. 

Denne eksperimentelle indgangsvinkel tillod samtidige pHi målinger i enkeltceller af 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus og andre bakterier i en blandingskultur. 

 

Reguleringen af pHi i stammer af Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. 

lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. innocua blev undersøgt efter et hurtigt fald i 

ekstracellulær pH (pHex) fra 7,0 til 5,0. I stammer af L. delbrueckii subsp. bulgaricus faldt 

pHi meget hurtigt når pHex blev sænket til 5,0. I stammer af mælkesyrekokker, var faldet i 

pHi langsommere og mere variabelt. I alle de undersøgte mælkesyrebakterier var pH 

gradienten (∆pH = pHi – pHex) mellem 0,3 og 0,8 efter pHi havde stabiliseret sig ved pHex 

5,0. L. innocua som ikke er en mælkesyrebakterie øgede derimod ∆pH til to enheder ved 

pHex 5,0. 

Det blev undersøgt hvilken betydning henholdsvis H+-ATPasen (protonpumpen) og 

plasmamembranens integritet havde på pHi reguleringen i L. delbrueckii subsp. bulgaricus, 

L. lactis subsp. lactis and L. innocua, for at afgøre hvor meget de aktive og passive regule-

ringskomponenter bidrog til den samlede pHi i mælkesyrebakterier. I L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus er det eneste behov for pHi kontrol tilsyneladende tilstedeværelsen af en lille 

∆pH, i hvert fald i pHex området 7,0 til 5,0. Det langsommere fald i pHi i L. lactis subsp. 

lactis var primært styret af ATPaseaktiviteten, og i begge de undersøgte arter af 

mælkesyrebakterier var permeabiliteten af membranen overfor protoner høj, og der kunne 
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ikke observeres en cytoplasmisk bufferkapacitet af betydning. I L. innocua, var oprethol-

delsen af en høj ∆pH i høj grad afhængig af ATPaseaktiviteten, men denne bakterie besad 

også en cytoplasmisk bufferkapacitet som forhindrede at pHi faldt til under 5.8 i løbet af 

eksperimentet. Disse mekanismer for pHi-regulering er afgørende for mælkesyrebakteri-

ernes syrningsaktivitet, og deres evne til at udkonkurrere uønskede bakterier. 

 

Proteinprofilen efter to-dimensionel (2D) gelelektroforese, blev bestemt i et rigt vækst-

medium (MRS) i den eksponentielle og stationære vækstfase, for at kunne vurdere hvilke 

proteiner der bliver særligt udtrykt under kraftig (eksponentiel) vækst. Gentagelse af disse 

forsøg viste en meget høj reproducerbarhed. De novo proteinsyntesen efter podning i mælk 

blev bestemt for første gang ved hjælp af radioaktivt mærket 35S methionin, som blev 

inkorporeret i nysyntetiserede proteiner. Resultaterne viste at tre pletter i 2D-gelen 

udgjorde mere end 80 % af den totale mængde nysyntetiserede proteiner. To af pletterne 

var isoformer af det varmestabile phosphoryl carrier protein (HPr), og den sidste plet var et 

ukendt protein (EPr1). Selvom cellerne var opvokset i MRS med glukose som kulhydrat-

kilde, sås ingen nysyntese af proteiner involveret i laktosetransport eller glykolyse. Dette 

indikerer at cellerne ikke har behov for syntese af disse proteiner, da omdannelsen af 

laktose til laktat begynder umiddelbart efter tilsætning af laktose. Nysyntese af stressprote-

iner var ikke udtalt, hvorimod den udtalte syntese af HPr indikerer en regulatorisk funktion 

i forbindelse med initiering af vækst. 

 

Sammenhængen mellem udvalgte ”early events” og efterfølgende syrningsaktivitet blev 

undersøgt. L. delbrueckii subsp. bulgaricus blev konserveret ved hjælp af to forskellige 

teknikker, frysning i flydende nitrogen med tilsat glycerol og frysetørring uden beskyttende 

stoffer. Antallet af kolonidannende enheder var meget højere i de frosne celler sammen-

lignet med de frysetørrede, og der blev fremstillet definerede blandinger af frosne og fryse-

tørrede celler med overlevelsesprocenter fra 2 til 100. Disse blandinger indeholdt et sam-

menligneligt antal celler, bestemt ved farvning med et fluorescerende farvestof. Bestem-

melse af acidification power (AP) på de definerede blandinger viste samme mønster som 

traditionelle målinger af syrningsaktivitet, hvilket indikerer at denne hurtigmetode kan 

erstatte syrningsforsøg. Ved undersøgelser med FRIM, blev det klart at antallet af celler 

som opretholdt en betydelig ∆pH under ikke-stressende betingelser var variabelt og korre-

lerede med antallet af kolonidannende enheder, selv når overlevelsesprocenten var lav. Det 

forskellige antal kolonidannende enheder i de definerede blandinger påvirkede de efter-
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følgende syrninger, og derfor har FRIM et potentiale som en endnu bedre hurtigmetode til 

at forudsige syrningsforløb. Metoden er under patentering. 
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Summary: 

 

The aim of the project was to investigate intracellular events in lactic acid bacteria that 

may influence the fermentation performance. The project has contributed with significant 

new knowledge, as the first method for determination of intracellular pH (pHi) on a single 

cell basis in lactic acid bacteria was developed. Additionally, de novo protein synthesis in 

lactic acid bacteria after inoculation in their natural environment, milk, has been described 

for the first time. 

 

The method developed for determination of pHi in individual bacterial cells is based on 

fluorescence ratio imaging microscopy (FRIM), where the cells are stained with a pH-

dependent fluorescent probe. The cells are immobilised on a membrane filter, which is 

subsequently placed in a perfusion chamber on an inverted microscope. After excitation at 

two different wavelengths, a ratio image is constructed in an image analysis program using 

intensity modulated display (IMD). An in vivo calibration curve in the pH range of 5.0 to 

8.5 was constructed with pH equilibrated cells, and the accuracy of the method was 

determined to be 0.1 to 0.2 pH units. This experimental approach allowed the simultaneous 

determination of pHi in single cells of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and 

other bacteria in a mixed culture. 

 

The regulation of pHi in strains of Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. 

lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. innocua was determined following a rapid 

decrease in extracellular pH (pHex) from 7.0 to 5.0. The pHi decreased very rapidly in 

strains of L. delbrueckii subsp. bulgaricus when pHex was shifted to 5.0. In the lactic cocci, 

the decrease in pHi was slower and more variable. In all the investigated lactic acid 

bacteria, the pH gradient (∆pH = pHi – pHex) was between 0.3 and 0.8 after pHi had 

reached a steady level at pHex 5.0. In contrast, L. innocua, which is not a lactic acid 

bacterium, increased ∆pH to approximately two units at pHex 5.0. 

The influence of the H+-ATPase (proton pump) and plasma membrane integrity on the pHi 

regulation in L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. lactis subsp. lactis and L. innocua was 

investigated, to evaluate the contributions from active and passive components in the pHi 

regulation of lactic acid bacteria. In L. delbrueckii subsp. bulgaricus the only apparent 

requirement in the pHex range from 7.0 to 5.0, is the existence of a small ∆pH. The slower 

pHi decrease in L. lactis subsp. lactis was primarily determined by the ATPase activity, 
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and in both species of lactic acid bacteria, the membrane permeability to protons was high, 

and no significant cytoplasmic buffering capacity was observed. In L. innocua, the main-

tenance of a large ∆pH was largely dependent on the ATPase, but this bacterium also 

revealed a buffering capacity of the cytoplasm that prevented a decrease in pHi below 5.8 

during the experiment. These mechanisms for pH regulation are crucial for the activity of 

the lactic acid bacteria and their competitive growth advantage compared to unwanted 

bacteria. 

 

The protein profile, after two-dimensional (2D) gel electrophoresis, was determined in a 

rich growth medium (MRS) in the exponential and stationary growth phase, to evaluate 

which proteins were particularly expressed during active (exponential) growth. Repetitions 

of these profiles revealed a very high reproducibility. De novo protein synthesis after 

inoculation in milk was determined for the first time, using radioactively labeled 35S 

methionine, which was only incorporated in newly synthesized proteins. The results 

showed that three spots in the 2D-gel accounted for more than 80 % of the total amount of 

newly synthesized protein. Two of the spots were isoforms of the heat-stable phosphoryl 

carrier protein (HPr), and the last spot was an unknown protein (EPr1). Although the cells 

was propagated in MRS with glucose as carbohydrate source, no synthesis was observed 

for proteins involved in lactose transport or glycolysis. This indicates that the cells have 

little need for synthesis of these proteins, as the conversion of lactose to lactate occurs 

begins directly after addition of lactose. Synthesis of stress proteins was low, whereas the 

pronounced synthesis of HPr indicates a regulatory function related to growth initiation. 

 

The connection between selected “early events” and acidification of milk was investigated. 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus was conserved by two different techniques, direct freezing 

with added glycerol, and lyophilising without cryoprotectants. The number of surviving 

cells in the frozen aliquot was much higher than in the lyophilised aliquot as determined by 

colony forming units. Consequently, defined mixtures of frozen and lyophilised cells could 

be produced with viabilities ranging from 2 to 100 %. These mixtures contained 

comparable equal number of cells as determined by staining with a fluorescent probe. 

Determination of acidification power (AP) of the defined mixtures revealed the same 

pattern as traditional acidification test in milk, which indicates that this rapid method can 

replace the traditional time-consuming activity tests. Using FRIM, it was determined that 

the number of cells maintaining a significant ∆pH under non-stressful conditions was 
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variable and correlated very well with the number of colony forming units, even when the 

viability was low. The difference in the number of colony forming cells in the mixtures 

affected the subsequent fermentations of milk, which suggests that FRIM has potential as 

an even better rapid method to predict fermentation performance. The method is being 

patented. 
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1. Formål 
 
Under anvendelse af Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus som gennemgående 

kultur, var det projektets hovedformål at gennemføre basale studier af fysiologiske og 

enzymatiske ændringer i mælkesyrebakterier i de tidligste faser af et syrningsforløb (”early 

events”). Desuden var det projektets formål at belyse sammenhænge imellem starterkultu-

rers forhistorie, ”early events” og syrningsforløb, og at anvende data fra udvalgte ”early 

events” til at forudsige syrningsforløb. 

 

2. Baggrund 
 
Mælkesyrebakterier anvendes som starterkulturer i et bredt udvalg af mejeriprodukter. 

Deres anvendelse hviler på en hurtig syreproduktion fra laktose samt udvikling af flygtige 

aromaforbindelser. Syrningsforløbet er afgørende for produktets udseende, aroma, smag og 

konsistens, og den samlede organoleptiske kvalitet af det syrnede mælkeprodukt er bestemt 

af en nøje afstemt balance i fermenteringsforløbet, som igen er bestemt af kulturens 

aktivitet.  

 

Traditionelt bestemmes kulturernes aktivitet ved syrningsforsøg i laboratorieskala i mælk, 

som strækker sig over et tidsrum på 5 – 6 timer. Der er imidlertid behov for hurtigere 

metoder, der samtidig giver et bedre billede af kulturens fysiologiske status, som kan 

anvendes til forudsigelse af fermenteringsforløbet. 

 

Intracellulære begivenheder, som finder sted før egentlige substratændringer er målbare, er 

foreslået som pålidelige indikatorer for aktiviteten af starterkulturer og som centrale 

forudsætninger for et normalt fermenteringsforløb. Disse begivenheder er betegnet ”early 

events”, og refererer følgelig til kulturens umiddelbare reaktion på eksponering for et nyt 

miljø, f.eks. ved start af en syrning. 

 

De intracellulære begivenheder, der er foreslået til forudsigelse af fermenteringsforløb, 

omfatter bl.a. hurtigt indtrædende ændringer i cellernes udnyttelse af eksterne energikilder. 

Dette kan undersøges ved hjælp af den såkaldte ”Acidification Power Test” (APT), som er 

en simpel og hurtig metode til bestemmelse af syrningsaktiviteten af en kultur. Cellernes 

evne til at opretholde pHi indenfor bestemte fysiologiske grænser har betydning for cellens 

metabolisme og evne til at modstå stress, og denne parameter var derfor vurderet som et 
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vigtigt mål for kulturens fysiologiske status. Der forelå ikke pHi bestemmelser af mælke-

syrebakterier på enkeltcelleniveau, og det var derfor en vigtig del af projektet at udvikle en 

sådan metode ved hjælp af FRIM. De tidlige begivenheder forudsætter ligeledes syntese af 

en række enzymer, og da der ikke tidligere var foretaget undersøgelser af den tidlige 

proteinsyntese efter inokulering i mælk, havde det også stor interesse at undersøge denne 

parameter, for at beskrive hvilke ændringer bakterieceller gennemgår i de tidligste stadier 

af den såkaldte nølefase. 

 

3. Resultater 
 
3.1. Måling af pHi på enkeltcelleniveau i mælkesyrebakterier 
 
En metode er blevet udviklet til bestemmelse af pHi i individuelle bakterieceller. Metoden 

er baseret på "fluorescence ratio imaging microscopy" (FRIM), hvor cellerne bliver farvet 

med en fluorescerende forbindelse CFDA-SE (carboxyfluorescein diacetat succinimidyl-

ester). Denne forbindelse er ikke fluorescerende i sin oprindelige form, men intracellulære 

esteraser spalter acetatgrupperne fra, hvorefter molekylet bliver fluorescerende. Ydermere 

binder succinimidylgruppen til proteiner, hvorefter man har et fluorescerende molekyle 

fanget i cellernes cytoplasma. Det fluorescerende molekyle er desuden pH afhængig hvis 

man exciterer molekylet ved 490 nm; men da fluorescensen også påvirkes af koncentrati-

onen af farvestof, kan man opnå bedre resultater ved med korte intervaller at excitere 

cellerne en anden gang ved 435 nm, hvor fluorescensen ikke er pH afhængig. Derefter kan 

man dividere de to resultater, og opnå et koncentrationsuafhængigt forhold til bestemmelse 

af pH.  

De fluorescerende celler bliver immobiliseret på et membranfilter, som efterfølgende an-

bringes i et perfusionskammer på et omvendt mikroskop. Cellerne bliver belyst ved de to 

forskellige bølgelængder, hvorefter et IMD ratio billede bliver konstrueret ved hjælp af et 

billedbehandlingssystem som vist i figur 1. Metodens præcision blev bestemt til 0,1 til 0,2 

pH enheder. Denne eksperimentelle indgangsvinkel blev benyttet til målinger af pHi i 

enkeltceller af Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus og Listeria innocua, og resulta-

tet viste at mælkesyrebakterien reducerede pHi i takt med at pHex blev reduceret, hvorimod 

L. innocua opretholdt et pHi over 7, selv ved pHex værdier på 5. Desuden var det muligt at 

måle pHi på enkeltceller i en blandingskultur, hvilket ikke tidligere har været udført. 

 8 



  

F
R
d
y
e
 

3
 
I

p

(

o

b

 

A

8.0
7.8
7.6
7.4
7.2
6.9
6.5
5.5

8.0
7.9
7.8
7.6
7.5
7.4
7.2
7.0

 

igur 1: Ratio billeder af L. delbrueckii subsp. bulgaricus
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A B 

Figur 2: A: Ændring i R490/435 (pH), når et perfusionskammer fyldt med buffer pH 7 efter et minut gennemskyl-
les med en buffer pH 5. Faldet i pH i kammeret foregår indenfor et minut. B: Ændring i pHi efter pHex bliver 
sænket fra 7 til 5. Ændringen påbegyndes efter to minutter. 
( ) L. delbrueckii subsp. bulgaricus, ( ) Lc. lactis subsp. lactis, (∆) L. innocua 
 

Forsøgene viste at laktobaciller reducerede pHi meget hurtigt som følge af pH faldet, 

hvorimod streptokokker og laktokokker reducerede pHi noget langsommere, men dog til 

samme niveau som laktobacillerne. I modsætning hertil, reducerede L. innocua ikke pHi i 

nær samme grad som mælkesyrebakterierne, og denne opførsel er også kendetegnende for 

langt de fleste levnedsmiddelrelevante Gram-negative bakterier, som er pH-homeostatiske, 

dvs. de opretholder pHi i det neutrale område fra 7 til 8. 

 

Evnen til at reducere pHi, er sandsynligvis en af grundene til at mælkesyrebakterier 

optræder så hyppigt i spontane fermenteringer, idet pH-homeostase er energikrævende, og 

da mælkesyrebakterier derfor ikke skal bruge energi på denne proces, opnår de en konkur-

rencefordel i en blandingsflora. Ydermere tyder resultaterne på at hastigheden hvormed 

pHi reduceres korrelerer med syretolerancen, idet laktobacillerne, som hurtigt reducerer 

pHi er de mest syretolerante mælkesyrebakterier. 

 

For bedre at forstå mekanismerne bag de forskellige pHi reguleringer afbildet i figur 2B, 

blev det ydermere undersøgt hvorledes den aktive protontransport, som udføres af H+-

ATPasen, og den passive pHi regulering som er forbundet med permeabiliteten af plasma-

membranen influerer pHi reguleringen. I figur 3 er afbildet forsøg hvor det ekstracellulære 

pH sænkes hurtigt efter selektiv inaktivering af den aktive eller passive pHi regulering. Da 

laktobaciller reducerer pHi så hurtigt, er der ikke noget der tyder på en egentlig styring 

eller regulering af pHi; hvorimod det langsommere fald i laktokokker skyldes en mere 

aktiv H+-ATPase. I L. innocua, er både den aktive og passive pHi regulering involveret i at 

opretholde et relativt højt pHi. Den passive regulering skyldes primært den intracellulære 

bufferkapacitet. 
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Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

Lactococcus lactis 
subsp. lactis 

Listeria innocua 
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Figur 3: Ændring af pHi når pHex hurtigt sænkes fra 7 til 5. 
A-C: Perfusion med 10 mM glucose (kontrol) 
D-F: Perfusion med DCCD og 2DG (inaktivering af ATPasen) 
G-I:  Perfusion med 5% 1-butanol (destruktion af plasmamembranens integritet) 

20 25 5.0

6.0

7.0

8.0

0 5 10 15 20 25
5.0

6.0

7.0

8.0

0 5 10 15 20 25

B C A 

5.0

6.0

7.0

8.0

0 5 10 15

5.0

6.0

7.0

8.0

0 5 10 15 20 25
5.0

6.0

7.0

8.0

0 5 10 15 20 25

F D E 

5.0

6.0

7.0

8.0

0 5 10 15 20 25
5.0

6.0

7.0

8.0

0 5 10 15 20 25

G I H 

 

3.3. Undersøgelse af proteinprofil og tidlig proteinekspression i L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus 

 
Proteinprofilen af Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus blev undersøgt i den ekspo-

nentielle og den stationære vækstfase, ved hjæp af to-dimensionel gelelektroforese, og 

resultaterne efter vækst i rigt medie (MRS) med glukose som kulhydratkilde ses i figur 4. 

Generelt viste forsøgene en meget stor reproducerbarhed. Identiteten af proteiner, der var 

til stede i store mængder blev bestemt ved hjælp af N-terminal sekvensanalyse eller masse-

spektrometri (Tabel 1). 
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Figur 4: Proteinprofilen af (A) eksponentielt voksende og (B) stationære celler af L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus. Total protein ekstrakt af celler opvokset i MRS blev separeret ved 2D gelelektroforese og 
visualiseret med Coomassie Blue. Proteinerne A-M fra tabel 1 er indikeret med pile. 
 

Hvis man tilsætter radioaktivt mærket methionin til rekonstitueret skummetmælk, opnår 

man at denne methionin bliver inkorporeret i nysyntetiserede proteiner. Dette projekt 

undersøgte for første gang den tidlige proteinsyntese efter podning i mælk, og resultatet er 

afbildet i figur 5. Efter 2D gelelektroforese var over 80 % af den totale mængde nysynteti-

seret protein koncentreret i tre pletter på gelen. To af pletterne var isoformer af det varme-

stabile phosphoryl carrier protein (HPr), og den sidste plet var et ukendt protein (EPr1). Da 

cellerne var opvokset med glukose som kulhydratkilde (MRS) før konservering, er det 

interessant at der ikke foregår nysyntese af proteiner til laktoseoptag eller glykolytiske 

proteiner. Dette indikerer at cellerne ikke har behov for yderligere syntese af disse 

proteiner, fordi der åbenbart er nok til stede til at omdanne laktose til laktat fra tidspunktet 

for inokulering (se omtalen af ”Acidification Power Test” nedenfor). Ydermere er den 

store mængde af nysyntetiseret HPr en indikation af en regulatorisk funktion for dette 
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protein i forbindelse med initiering af vækst, hvorimod der ikke nysyntetiseres stressprote-

iner af betydning. 

Det er også værd at bemærke at langt de fleste af de 47 identificerede ”nye” proteiner i 

figur 5 har en lav molekylvægt og et lavt isoelektrisk punkt (nederst til højre i figur 5A), 

idet dette område af 2D-gelen sædvanligvis ikke indeholder mange kraftigt udtrykte 

proteiner (jvf. figur 4). 

 

 
Figur 5: Tidlige proteiner fra af L. delbrueckii subsp. bulgaricus, syntetiseret indenfor de første 30 min af en 
syrning i rekonstitueret skummetmælk. (A) Autoradiogram; (B) Samme gel efter sølvfarvning, som ydermere 
viser mælkeproteinerne. De identificerede oroteiner er indikeret med pile. 
 

3.4. ”Early events” som indikator for syrningsaktivitet 
 
For at kunne bestemme sammenhængen imellem udvalgte ”early events” og den tidskræ-

vende bestemmelse af syrningsaktivitet, blev det besluttet at fremstille standardiserede 

kulturer med kendt viabilitet. Derfor blev to konserverede kulturer af L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus fremstillet, med meget forskellig viabilitet. Den ene kultur blev høstet i 

stationær fase, vasket, tilsat 10 % glycerol og derefter straks frosset, hvorefter den blev 
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opbevaret ved –80 °C. Denne kultur havde derfor en meget høj proportion af overlevende 

celler målt som antallet af kolonidannende enheder. Den anden kultur blev høstet fra 

eksponentiel fase, hvorefter den blev frysetørret uden beskyttende stoffer, hvorfor denne 

kultur havde en meget lav andel af overlevende celler. Ved at fremstille standardiserede 

blandinger af disse to kulturer var det muligt at fremstille kulturer med op til 50 gange 

forskel i antallet af kolonidannende enheder. Disse kulturer blev derefter analyseret ved 

hjælp af traditionelle syrningsforsøg i mælk, og forskellige hurtigmetoder til bestemmelse 

af aktivitet. 

 

”Acidification Power Test” (APT) er en metode til forudsigelse af syrningsaktivitet som 

består i at måle pH-faldet efter tilsætningaf forgærbart kulhydrat (laktose) til en koncentre-

ret cellesuspension. Metoden er meget hurtig idet den består af 10 minutters måling af pH-

fald før tilsætning af laktose og 10 minutters måling efter tilsætning. I projektet blev det 

vist at metoden kan reduceres til måling efter tilsætning af laktose, og metoden blev yder-

mere reduceret til kun at anvende 2 ml cellesuspension. Faldet i pH begynder nærmest 

momentant efter tilsætning af laktose, og da de frosne celler anvendt til dette forsøg var de 

samme som blev anvendt til undersøgelsen af proteinsyntesen, understøtter den momenta-

ne syrning at alle enzymer til omsætning af laktose er til stede i rigelige mængder i de 

frosne celler. Hvis man sammenligner resultaterne fra APT med syrning af mælk er resul-

taterne så sammenlignelige, at måling af APT vil kunne erstatte syrningsforsøg som 

aktivitetsmål. 

 

Imidlertid måler APT en aktivitet på populationsniveau, og hvis man ønsker en hurtigme-

tode der mere generelt siger noget om bakteriers fysiologiske tilstand, er det ønskværdigt at 

benytte en metode der kan skelne på enkeltcelleniveau. Derfor blev de standardiserede 

blandinger også undersøgt ved hjælp af flowcytometri og FRIM. Resultaterne fra den flow-

cytometriske analyse er afbildet i figur 6, og selvom denne metode afspejler at blandinger-

ne består af to subpopulationer, er korrelationen mellem antallet af celler med en høj fluo-

rescens (celler med god fysiologisk status), og antallet af kolonidannende enheder ikke 

god, når antallet af beskadigede (frysetørrede) celler er højt. 

 

I modsætning hertil har antallet af celler som opretholder en pH-gradient (forskel mellem 

pHi og det ekstracellulære pH) en meget fin korrelation med antallet af kolonidannende 

enheder, som det ses i figur 7. 
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Figur 6: Histogrammer af fluorescensintensiteten af de definerede blandinger efter farvning med CFDA-SE. 
Blandingerne indeholder to populationer med hhv. lav fluorescens (Area I) og høj fluorescens (Area II). 
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Figur 7: Korrelation imellem viabile celler bestemt ved CFU, flow cytometry og FRIM. 
(×) Korrelation imellem flowcytometri og CFU: y = 0.8601x + 13.882, R2 = 0.9906;  
(Ο) Korrelation imellem FRIM og CFU: y = 0.9938x + 0.3883, R2 = 0.9997. 
 

FRIM analysen af de standardiserede blandinger viste også at nogle celler har en høj 

fluorescens uden at have en høj pHi (figur 8), og dette er sandsynligvis grunden til at de 

flowcytometriske analyser, som måler fluorescensintensitet istedet for pH, overestimerer 

antallet af kolonidannende enheder, når der er mange beskadigede celler. Da der tydeligvis 

er en sammenhæng imellem syrningsaktivitet og antallet af kolonidannende enheder, må 
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FRIM derfor anses for en meget lovende hurtigmetode til bestemmelse af syrningsaktivitet. 

Metoden er under patentering. 
 

 
Figur 8: Fluorescens billeder (A, B) og ratio billeder (C, D) af L. delbrueckii subsp. bulgaricus i buffer pH 6 
med tilstedeværelse at 10 mM glukose. (A, C) Celler konserveret ved frysning (= høj viabilitet) (B, D) Celler 
konserveret ved frysetørring (= lav viabilitet). Begge blandinger indeholder et højt antal fluorescerende 
celler; men antallet af celler som opretholder en ∆pH (kraftigt røde celler i C og D) er meget højere i 
blandingen med høj viabilitet (C). Et eksempel på en celle som er kraftigt fluorescerende uden at opretholde 
en ∆pH ses ved den grønne pil (A). 
 

4. Konklusion 
 
I kraft af de udviklede metoder og de opnåede resultater, har projektet bidraget med ny 

viden om hvilke intracellulære begivenheder, som indtræffer ved podning i nyt medium. 

Ydermere har projektet identificeret en ”early event”, opretholdelsen af en pH- gradient, 

som på enkelcelleniveau er stærkt korreleret til cellens evne til at formere sig, hvilket igen 

har betydning for en effektiv syrning. De identificerede hurtigmetoder til bestemmelse af 

syrningsaktivitet viste sig at være succesfulde både på populationsniveau (APT) og enkelt-

celleniveau (FRIM), og de opnåede resultater har i stort omfang kunnet anvendes til 

publikationer i internationale videnskabelige tidsskrifter 
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