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6. Projektresumé

Dansk:

Projektets hovedformal var at kortlaegge og identificere saltlagens komplette mikrobiota og anvende denne til at opti-
mere smagsudvikling og heemme skimmelvakst pa overflademodnede danske oste.

Adskillige halotolerante og halofile bakterier og geer er identificeret fra danske saltlager, og mejeriernes saltlage-
mikrobiota adskilte sig fra hinanden, hvilket indikerer, at der pa hvert mejeri findes en specifik saltlage-mikrobiota.
Disse omfatter bakterier (f.eks. Tetragenococcus muriaticus og Psychrobacter celer, samt Lactococcus lactis og
Staphylococcus equorum) og geer (f.eks. Debaryomyces hansenii, Sterigmatomyces halophilus og Yamadazyma trian-
gularis). Sammenhange mellem handtering af saltlagerne pa mejerierne og deres mikrobielle sammensaetning blev
fundet. Der blev blandt andet ikke fundet geer i saltlager fra mejeriet, der anvender mikrofiltrering; heller ikke geer, der
har en positiv betydning for overflademodning af osten. Ud af de syv geerarter, som er isoleret fra saltlagerne, er alle,
bortset fra Candida intermedia, i stand til at vokse under forhold, der minder om saltlagers (dvs. pH 5-6, 23 % (w/v)
NaCl, 16 °C). Isolater af S. equorum, D. hansenii og Y. triangularis viste sig i stand til at vokse pa ostemedier ved 16°C.
Aminosyreoptag og produktionen af associerede aromakomponenter for de to geer D. hansenii og Y. triangularis blev
pavirket af temperaturen og var afhaengig af geerarten og stammen. F.eks. adskiller aromaprofilerne for D. hansenii-
stammerne sig vaesentligt fra Y. triangularis-stammerne. D. hansenii producerer iser aldehyder, som giver en
malt-/ngddeagtig smag samt hgjere alkoholer, som giver frugtig og rose smag. Stammer af D. hansenii kan h&emme
iszer spiringen af skimmelsporer fra skimmelsvampe, der ofte isoleres pa danske mejerier (Cladosporium inversicolor,
Cladosporium sinuosum, Fusarium avenaceum, Mucor racemosus og Penicillium roqueforti). Der sas en vaesentlig for-
skel pa, hvor godt de forskellige arter af skimmelsvampe haemmes. Saerligt C. inversicolor og P. roqueforti heemmes
kraftigt, mens de andre skimmelarter haemmes i ringe grad. Med D. hansenii-stammer tilsat saltlagen ses i pilotskala-
forsgg en haemning af vaeksten af P. roqueforti og M. racemosus pa osteoverflader.

Den nye viden omkring saltlagernes mikrobielle sammensatning samt de positive effekter af naturligt forekommende
mikroorganismer pa smagsudvikling og haemning af skimmelvaekst, vil kunne omsaettes til nyttig viden for mejerierne
ift. saltlagehandtering, samt give gget forstaelse for de mikrobielle gkosystemer, der eksisterer i mejerierne.

English:

The main objective of the project is to map and identify the entire brine microbiota in order to optimize flavour devel-
opment and inhibition of spoilage moulds on surface ripened Danish cheeses.

The project has generated new knowledge on the positive effects of the inherent microorganisms of cheese brines
from different Danish dairies. Several halotolerant and halophilic bacteria and yeasts were identified, and the microbi-
otas at the different dairies could be separated, indicating that each dairy had a specific brine microbiota. These in-
clude bacteria (e.g., Tetragenococcus muriaticus and Psychrobacter celer, as well as Lactococcus lactis and Staphylo-
coccus equorum) and yeasts (e.g., Debaryomyces hansenii, Sterigmatomyces halophilus, and Yamadazyma triangu-
laris). Brine-handling procedures at the dairies influenced the microbial composition. Among other things, no yeasts
were found in the brines from the dairy that used microfiltration of the brine, not even yeast species being beneficial
for surface maturation of cheeses. Among the seven yeast species isolated from the brines, all could grow in condi-
tions mimicking the cheese brines (i.e., pH 5-6, 23% (w/v) NaCl, 16 °C), except Candida intermedia. Isolates of S.
equorum, D. hansenii, and Y. triangularis were able to grow on cheese model media. Amino acid utilization by D. han-
senii and Y. triangularis as well as their ability to produce associated aroma compounds were species and strain de-
pendent and additionally affected by incubation temperature. The aroma profiles for the D. hansenii strains were e.g.,
different from those obtained for Y. triangularis. D. hansenii especially produces aldehydes, which are associated with
malty/nutty flavors and higher alcohols associated with fruity and rose flavors. Strains of D. hansenii inhibited germi-
nation of spores of molds often isolated at Danish dairies (Cladosporium inversocolor, Cladosoprium sinuosum,



Fusarium avenaceum, Mucor racemosus, and Penicillium roqueforti). The different mold species were inhibited mark-
edly different. Especially, C. inversicolor and P. roqueforti were strongly inhibited, whereas the other mold species
were only inhibited to a limited extent. When adding D. hansenii to cheese brines in pilot scale trials, P. roqueforti and
M. racemosus growth on cheese model surfaces were inhibited.

The new knowledge on the brine microbiotas together with the positive effects of the naturally occurring microorgan-
isms in terms of flavor development and inhibition of mold growth, could be translated into useful knowledge for the
dairies as to brine handling, besides giving increased understanding of the microbial ecosystems existing in the dairies.

7. Projektets formal

Dansk:

Projektets hovedformal var at kortleegge og identificere saltlagens komplette mikrobiota og anvende denne til at opti-
mere smagsudvikling og @ge holdbarhed af danske oste. Dette opnas ved dels at optimere den eksisterende mikro-
flora i forskellige typer af saltlage og dels ved at give mulighed for udvikling af nye sekundaere starterkulturer til opti-
mering af danske ostes kvalitet. Projektet vil give ny viden om saltlagens betydning og indfgre relevante malepara-
metre til Isbende kontrol af saltlagen. Projektet var opdelt i fem arbejdspakker: AP1) kortlaegning af saltlagers mikro-
bielle sammensatning ved hjzlp af Illumina sekventering ("BriOmics”), isolering af ikke-kultiverbare mikroorganismer
i saltlager samt etablering af en biobank for saltlagekulturer (Cheese Brine Culture Bank (CBCB)) pa KU-FOOD; AP2)
karakterisering af relevante teknologiske egenskaber for udvalgte mikroorganismer isoleret fra saltlager; AP3) under-
sggelse af udvalgte saltlagekulturers betydning for ostens smagsudvikling; AP4) fysiologisk og genetisk afdeekning af
interaktionsmekanismer, som er relevante for optimal haemning af ugnsket skimmelvaekst pa osteoverflader og AP5)
verificering af resultaterne ved fremstilling af overflademodnede oste i pilotanlaeg og/eller under industrielle forhold,
herunder opstilling af specifikke kriterier for optimal handtering af saltlage. Kortlaegningen af saltlagens mikrobiota og
dens interaktioner pa osteoverfladen havde til mal at skabe en ny dybere forstaelse for saltningens betydning, mulig-
gore udvikling af nye potentielle sekundaere starterkulturer samt friggre et endnu uudnyttet potentiale for at gge
ostekvaliteten gennem en optimeret smagsudvikling og heemning af ugnsket skimmelvaekst.

English:

The main objective of the project was to map and identify the entire microbiota of brines used for salting of cheese
and to optimise the brine to improve flavour development and through bio-protection to ensure the shelf life and
quality of Danish cheeses. This will be pursued by optimising the existing brine microbiota and to use the obtained
knowledge to develop new secondary starter cultures to enhance quality, shelf life and safety of the cheeses. Through
the project new knowledge on the importance of the brine will be gained and relevant measures to continuously en-
sure brine quality will be implemented. The objective was achieved through five work packages: WP1) revealing the
entire brine microbiota through Illumina sequencing (”BriOmics”), isolating non-culturable brine microorganisms and
establishing a Cheese Brine Culture Bank (CBCB) at KU-FOOD; WP2) characterizing relevant technological properties of
selected brine cultures; WP3) studying the impact of selected brine cultures on flavour development; WP4) under-
standing mechanisms of interactions, at both physiological and genomic levels, in order to ensure optimal inhibition of
spoilage moulds on cheese surfaces and WP5) verifying the results by production of surface ripened semi-hard
cheeses at pilot and/or industrial scales, including development of specific industrial recommendations for optimal
brine handling. Revealing the full potential of the brine microbiota and its interactions on cheese surfaces leads to an
increased understanding of the importance of brining; facilitate development of secondary starter cultures, and re-
lease an, as yet, unexplored potential for enhancing cheese quality, focusing on flavour development and inhibition of
spoilage moulds.



8. Projektets baggrund

Etableringen af en funktionel mikrobiota pa osteoverfladen er essentiel for ostens smagsudvikling. P8 samme vis fun-
gerer den biofilm der dannes af mikrobiotaen pa overfladen af oste som en effektiv barriere mod vaekst af ugnskede
skimmelsvampe. Ostens overflademikrobiota stammer delvist fra den benyttede kitkultur, men ogsa saltlagens mikro-
biota kan bidrage til overflademikrobiotaen Ud over den logiske konsekvens af saltning, nemlig at NaCl-indholdet pa
ostens overflade gges, sa ved man meget lidt om, hvordan saltlagens mikrobiota pavirker ostekvaliteten. Tidligere stu-
dier i vores laboratorier, hvor vi har brugt molekylaere “high throughput” teknologier, indikerede at mikrobiotaen pa
osteoverflader er delvist domineret af en marin mikroflora, som ikke stammer fra kitkulturen, og som er svaere at
dyrke pa laboratoriemedierne der bliver brugt i dag. Yderligere, findes der kun fa anvisninger omkring handtering af
saltlager, og konsekvenserne af f.eks. pasteurisering af saltlagen, ggning af pH eller andringer i den kemiske sammen-
seetning er stadig ikke fuldt ud forstaet.

Dyrkning af mikroorganismer isoleret fra saltlager er indtil nu sket ved brug af veekstmedier suppleret med forskellige
niveauer af NaCl, f.eks Plate Count Agar med 5 % (w/v) NaCl (Feligini et al. 2012; Mounier et al. 2006) eller modificeret
malkeagar (Rademaker et al. 2005) til prokaryoter, samt MYGP eller Glucose Chloramphenicol Agar (Mounier et al.
2006; Petersen et al. 2002) til eukaryoter. Ved brug af disse medier har det kun veeret muligt at isolere fa pro- og euka-
ryoter, f.eks. Staphylococcus spp., Brevibacterium linens, Brachybacterium sp., Curtobacterium sp., Debaryomyces sp.
og Kluyveromyces spp. (Mounier et al. 2006; Feligini et al. 2012; Bokulich & Mills 2013). Denne fremgangsmade over-
ser sandsynligvis flere saltelskende mikroorganismer (Mounier et al. 2008) og er pa mange mader en parallel til situati-
onen omkring jordmikrobiotaen, hvor omkring 99% af alle arter ikke kan dyrkes ved brug af de konventionelle labora-
torievaekstmedier. Nyere studier, der har introduceret molekylaere metoder sa som Denaturing Gradient Gel Electrop-
horesis (DGGE)-teknikkerne og pyro-/lllumina sequencing, har pavist en langt mere kompleks mikrobiota pa ostenes
overflader, herunder sarligt saltelskende prokaryoter (Gori et al. 2013). Vores resultater indikerer, at ikke-dyrkbare
saltelskende bakterier udggr op til 20% af overflademikrobiotaen under modning af Danbo-oste (Ryssel et al. 2015).
Dermed indikerer vores forskning, at saltlagerne pa de danske mejerier kunne indeholde en endnu uudforsket gruppe
af mikroorganismer, som kunne vaere helt essentielle for ostenes kvalitet. En passende og aktiv saltlage-mikrobiota er
vigtig for den indledende udvikling af kitmikrofloraen i rgdkitoste. Det er ligeledes et etableret faktum, at mikrobio-
taen pa ostens overflade har en vaesentlig indflydelse pa ostens smag (Gori et al. 2013; Rattray & Fox 1999; Sgrensen
et al. 2011). Imidlertid er det endnu uklart, hvilken rolle de enkelte arter spiller i forhold til smagsudviklingen, og hvil-
ken betydning samspillet mellem arter har pa ostes smagsudvikling (Gori et al. 2012). Etablering af en optimal overfla-
demikrobiota er desuden vigtigt for at undga ugnsket skimmelvaekst (Gori et al. 2011; Sgrensen et al. 2011; Jaeger et
al. 2002) og veekst af sygdomsfremkaldende bakterier, f.eks. Listeria monocytogenes (Gori et al. 2010), der fra tid til
anden kontaminerer ostenes overflade.

9. Projektets delaktiviteter i hele projektperioden

Projektet bestod af fem arbejdspakker (AP). Specifikke milepaele (M) for hver AP er beskrevet i teksten herunder og i
det opdaterede Gantt-kort.

AP1. Identifikation og isolering af saltlagens mikrobiota

Formal: At identificere saltlagens samlede mikrobiota og indsamle nye og relevante mikroorganismer (bade pro- og
eukaryoter), som ikke fgr er blevet studeret. Saltlage-prgver blev indsamlet fra danske mejerier og kulturer relevante
for de efterfglgende arbejdspakker blev valgt sammen med projektets samarbejdspartnere.

Opgave 1.1. Saltlageindsamling: Prgver af saltlager (bade traditionelle ikke-pasteuriserede, pasteuriserede og filtrede
og ufiltrerede) blev indsamlet fra danske mejerier, og deres historik blev registreret (f.eks. lagens alder, pH, °Baumé,
temperatur og starterkultur tilsat, osv.).




Opgave 1.2 High-throughput sekventering (HTS) af pro- og eukaryoter: DNA blev ekstraheret fra udvalgte saltlage-prg-
ver, hvorefter de undergik high throughput sekventering (HTS) med lllumina-platformen. For prokaryotiske blev det
brugt primere for V1-V3 regionen af 16S rRNA, mens der for eukaryoternes blev brugt primere for internal transcribed
spacer (ITS)-regioner. Operationelle taksonomiske enheder (OTUs) blev identificeret og brugt til relative kvantificerin-
ger af mikroorganismerne i de forskellige saltlageprgver.

Opgave 1.3 Isolering af relevante mikroorganismer i saltlagen: Medie-sammensaetning og procedurer for vaekst af salt-

tolerante og saltelskende pro- og eukaryoter blev udviklet ud fra tidligere benyttede medier til isolering af salt-tole-
rante og —elskende mikroorganismer og fra hyper-saltholdige marine- og fgdevaremiljger. De isolerede mikroorganis-
mer blev identificeret vha. Sanger sekventering af V1-V3 regionen af 16S rRNA for prokaryoter og D1/D2 region af 265
rRNA for eukaryoter. Konservering af mikrobiel diversitet var et hovedformal med projektet, hvorfor de isolerede og
identificerede organismer bliver opbevaret ved -80°C fryser og danner en ny “Cheese Brine Culture Bank (CBCB)”.

e M 1.1. Procedure for ekstraktion af DNA fra saltlagen fastlagt (maned 9).

e M 1.2. Opdateret overblik over alle pro- og eukaryoter i traditionelle (ikke-pasteuriserede) og jeevnligt pasteurise-
rede saltlager etableret (maned 18).

e M 1.3. Procedurer og medier til brug for isolation af relevante mikroorganismer etableret (maned 24).

e M 1.4. Isolater deponeret i Cheese Brine Culture Bank (CBCB) (maned 24).

AP2. Karakterisering af nye mikroorganismer fra saltlagen

Formal: At vurdere og karakterisere vaeksten af udvalgte pro- og eukaryotiske stammer, herunder at vurdere deres
evne til at overkomme toksiske hgje saltkoncentrationer.

Opgave 2.1. Vaekstkarakteristika hos mikroorganismerne fra saltlagen: Vaekst af stammer blev undersggt vha. medier,
der blev udviklet og optimeret i Opgave 1.3. Debaryomyces hansenii og Staphylococcus equorum subsp. equorum blev
benyttet som salttolerante/saltelskende referencestammer. Klassiske vaekstparametre, sa som specifik vaekstrate, lag-
fase og morfologi, blev fulgt.

Opgave 2.2. Teknologiske egenskaber hos mikroorganismerne fra saltlagen: Saltlagemikroorganismernes evne til at
overleve, nar de blev udsat for forskellige temperaturer, pH og NaCl-koncentrationer, blev undersggt.

e M 2.1. Vakstprofiler karakteriseret (maned 18).
e M 2.2. Teknologiske egenskaber karakteriseret (maned 21).
e M 2.3. Unikke saltlage-kulturer udvalgt (maned 24).

AP3. Indvirkning af udvalgte saltlagekulturer pd smagen i et ostemodelsystem

Formal: At evaluere udvalgte saltlage-stammer og kombinationer af stammer fra Cheese Brine Culture Bank (CBCB)
(etableret i AP1) i forhold til deres sensoriske karakteristika i oste, herunder ogsa kemiske analyser af ostesmag. Fokus
var saerligt pa stammer, der bidrog positivt til smagsindtrykket.

Opgave 3.1. Optimering af propagering af saltlagekulturerne: Propageringsforhold for saltlagekulturer blev etableret
for bade nye og velkendte arter sa som Debaryomyces hansenii og Staphylococcus equorum. Udvalgte kulturer blev
optimeret til vaekst pa et ostemodelmedie med det mal at kunne vurdere deres pavirkning af ostesmagen (Opgave
3.2).

Opgave 3.2. Smagsbidrag fra de udvalgte saltlagestammer: Flygtige forbindelser og andre relevante stoffer, der nor-
malt forbindes med ostesmag, blev identificeret og kvantificeret fra enkeltstammekulturer, der havde vokset pa et
ostemodelmedie. Produktionen af flygtige stoffer blev screenet vha. dynamisk headspace gaskromatografi (DH-GC-
MS). Koncentrationen af frie aminosyrer blev bestemt vha. standardmetoder.




Opgave 3.3. Ostesmag beskrevet fra et kemisk perspektiv: Formalet var at sammenligne resultaterne fra Opgave 3.2
med resultaterne fra Opgave 4.3 for at fa et omfattende overblik over smagsdannelsen (herunder ogsa mulige smags-
fejl) i oste, i forhold til de benyttede saltlagekulturer og deres mikrobielle interaktioner.

e M 3.1. Saltlagekulturer og ostemodelmedie optimeret (maned 30).
e M 3.2. Smagsprofiler hos specifikke stammer identificeret (maned 42).
e M 3.3. Saltlagekulturernes indflydelse pa ostesmagsprofiler karakteriseret (maned 54).

AP4. Saltlagekulturernes evne til at haeamme skimmel

Formal: At evaluere saltlagemikroorganismernes egenskaber som biobeskyttende kulturer — ud fra et udvalg af pro-
og/eller eukaryote saltlagestammer indsamlet og karakteriseret i de tidligere arbejdspakker. Stammerne blev inklude-
ret for at fa en forstaelse af antagonistiske interaktioner mellem bakterier og geer fra saltlage og skimmelkontaminan-
ter.

Opgave 4.1. Interaktionsstudier mellem saltlage-mikroorganismer og ugnskede skimmelsvampe; indflydelse pa spiring

og sporedannelse: Studier blev gennemfgrt ved brug af relevante ugnskede danske osteskimmelsvampe-stammer.

Effekten af skimmelantagoniske saltlage-stammer pa spiring af skimmelsvampene blev studeret med oCelloScope™
Unisensor. Kulturer bestaende af flere stammer blev undersggt over tid for at fglge interaktionerne mellem antagoni-
sten (saltlagekulturen) og de ugnskede skimmelsvampe. Endelig blev cellefrie supernatanter af skimmelsvampe-anta-
goister fra saltlagen undersggt for deres evne til at forhindre spiring af ugnskede skimmelsvampe.

Opgave 4.2. |dentifikation af inhiberende stoffer, der modvirker ugnsket skimmelvaekst: Dynamisk headspace gaskro-
matografi massespektrometri (DH-GC-MS) blev brugt til at verificere potentielle inhibitoriske stoffer i cellefrie super-
natanter indsamlet fra enkeltstamme kulturer fra saltlagerne. Kemometrisk analyse kombineret med statistik blev
brugt til dybdegaende analyse af de inhiberende stoffers natur.

e M4.1. Indvirkning af udvalgte saltlagestammer pa spiring af ugnskede skimmelsvampe er undersggt (maned 39).
e M 4.2. Typen af interaktioner mellem skimmelsvampe og saltlagekulturerne er identificeret (maned 45).
e M 4.3. Inhiberende stoffer produceret af antagonistiske saltlagekulturer er identificeret (maned 54).

AP5. Implementering af relevante saltlagekulturer i mejeriindustrien for at optimere ostekvaliteten

Mal: Den sidste arbejdspakke havde til formal at implementere og validere relevante resultater i pilotskala-forsgg pa
KU-FOOD, ved at teste seerligt udvalgte kombinationer af stammer fra universitetets “Cheese Brine Culture Bank
(CBCB)” i saltning af Danbo-oste og fa valideret deres bidrag til forlaengelse af holdbarhed. Implementering i industriel
skala blev desveaerre umuliggjort pga. COVID-19.

Opgave 5.1. Implementering, propagering og validering af saltlagekulturer i pilotskala (KU-FOOD): Saltningseksperi-
menter med friske Danbo-oste blev gennemfgrt for at undersgge effekten af saltlage-baserede kulturer pa holdbarhe-
den. Propageringsforhold blev optimeret. Evnen til at etablere sig pa ostenes overflader blev verificeret. Der blev ud-

taget prgver af alle ostene igennem inkubationstiden for at validere kulturernes biokonserverende egenskaber.

e M5.1. Implementering og validering af saltlage-kulturer i pilotskala (maned 63).



Opdateret Gantt-diagram for aktiviteterne pa InBrine projektet

2017

’ 2018

2019

2020

2021

2022

Kvartal

1.1 Saltlage indsamling

K1

K2

K3

K4

K1

K2

K3

K4

K1

K2 K3

K4

K1

K2

K3 K4

K1

K2

K3

K4

K1

K2

1.2 HTS af saltlage pro- and eu-
karyoter

1.3 Isolering af relevante saltla-
gemikroorganismer

2.1 Veaekstkarakteristika hos salt-
lagemikroorganismerne

2.2. Teknologiske egenskaber

3.1 Optimering af saltlagekultu-
rer

3.2 Smagsanalyser af saltlagekul-
turer

3.3 Smagsanalyser af ostemodel-
ler

4.1 Interaktionsstudier

4.2 Identifikation af inhiberende
stoffer

5.1 Validering i pilotskala

T Milepzele:

M1.2

M2.1

M2.2

M1.3
M1.4
M2.3

M3.1

M4.1

M3.2

M4.2

M3.3
M4.3

M5.1




10. Afvigelser

Faglige afvigelser: AP4, opgave 4.3: Det blev ikke muligt at udfgre metatranskriptomics pa grund af begraenset adgang
til laboratorier og mangel pa materialer under COVID 19-pandemien.

AP5, opgave 5.2 Implementering af relevante saltlagekulturer til optimering af ostekvaliteten er kun til dels blevet ud-
fort. Vi har lavet pilotskala-forsgg pa KU-FOOD med inhibering af mejerirelevante skimmelkontaminanter pa osteover-

flader ved tilsaetning af stammer af Debaryomyces hansenii til saltlager.

Det var endvidere ikke muligt at lave forsgg pa mejerierne under COVID-19 pandemien, hvilket gjorde at implemente-
ringen af kulturerne pa industrielt niveau ikke blev gennemfgrt.

@konomiske: Ingen.

Tidsmaessige afvigelser: Projektet er blevet forlaenget af flere grunde. Under projektet har to medarbejdere haft bar-

sel. Agnete Harboe Malskaer (videnskabelig assistent) gik pa barsel 25. september 2018 og Pernille Greve Johansen
(postdoc) gik pa barsel fra 6. februar 2020 til 19. oktober 2020. Desuden har COVID-19 forlaenget planlaegning samt
udfgrelsen af det eksperimentelle arbejde for de to ph.d.-studerende pa projektet.

11. Projektets resultater
AP1. Identifikation og isolering af saltlagens mikrobiota

Resultaterne fra AP1 er publiceret i Haastrup et al. 2018, International Journal of Food Microbiology 285, 173-187,
https://doi.org/10.1016/j.iffoodmicro.2018.08.015

Opgave 1.1 Saltlageindsamling

Saltlagerne, der blev undersggt i InBrine-projektet, blev indsamlet af to omgange fra fire forskellige danske mejerier,
der alle producerer overflademodnede oste af Danbo-typen. Mejerier med forskellige handteringer af saltlagerne blev
udvalgt for at kunne kortleegge sammenhange mellem disse og saltlagernes mikrobiologiske sammensztning. Se de
forskellige mejeriers handteringer af saltlagerne i Tabel 1.

Saltlagernes pH-vaerdi varierede fra 5,1 til 5,6, med et t@grstofindhold fra 20 til 27% (w/w). Laktatindholdet 13 fra 4,1 til
10,8 g/L og indholdet af frie aminosyrer var fra 65 til 224 mg/L.

Opgave 1.2 High-throughput sekventering af pro- og eukaryoter fra saltlagen 1.3 Isolering af relevante mikroorga-
nismer i saltlagen og opgave

Antallet af isolerede mikroorganismer varierede mellem mejerier. | alt blev 31 arter af bakterier eller eukaryoter isole-
ret pa de fem medier, der blev anvendt. Hgje celletal (26,0 log CFU/mL) forekom for de to saltelskende bakterier
Tetragenococcus muriaticus og Psychrobacter celer, mens celletal mellem >4,5 and < 6,0 log CFU/mL sas for en raekke
bakterier (Lactococcus lactis, Staphylococcus equorum, Staphylococcus hominis, Chromohalobacter beijerinckii, Chro-
mohalobacter japonicus og Microbacterium maritypicum). Blandt gaer fandtes kun hgje celletal (>3.5 log CFU/mL) for
Debaryomyces hansenii. Nogle af de isolerede mikroorganismer er velkendte i Danbo-ost, f.eks. geeren Debaryomyces
hansenii eller bakterien Staphylococcus equorum, mens andre mest er kendt fra marine miljger eller fermenterede
fisk. Kun to arter blev fundet pa alle mejerier (L. lactis og T. halophilus); yderligere blev 16 bakterie- og 4 eukaryotarter
kun isoleret fra et enkelt mejeri. Mikroorganismer fra DL-starterkulturen, som bruges til Danbo-fremstilling, blev ogsa
isoleret (L. lactis og Leuconostoc mesenteroides). Hgjest sandsynligt findes disse indkapslet i ostekorn, der braekker af
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under saltningen, og de er derved beskyttet fra saltlagernes harde miljg. Yderligere blev seks arter af Staphylococcus
(S. epidermidis, S. equorum, S. fleurettii, S. hominis, S. pasteuri and S. warneri) isoleret fra alle saltlager, undtagen pa
mejeri “D” der anvender mikrofiltrering.

Table 1. Karakteristika for de fire mejerier der producerer semi-harde Danbo oste.

Dairy Capacity NaCl concentration Circulation Filtration Additions to the brine Storage
(Samples) at dairy in the brine
per year
A* 12,000t NaCl added onareg- No No filtration None Brines are kept in 35
(A17, A2) ular basis to a level vats

close to saturation

B 45,000 t Adjusted daily to 21-  Circulation once per Coarse filtration once None Brines are kept in two

(B1%, B2') 22°Bé (app. 22.2- batch per batch separate holding
23.3% (w/w)) tanks (B1 and B2)

C 100,000t  Adjusted daily to 20- Constant circulation Coarse filtration pH adjusted to 5.1-5.3 with Brines are kept in two

(c1t, c2™) 22°Bé (app. 21.1- during brining when in use lactic acid. separate holding
23.2% (w/w)) tanks (C1 and C2)

S. equorum and D. hansenii
commercial starter cultures
occasionally added

D 500,000t Adjusted dailyto21  Circulated into Ongoing coarse filtra- pH adjusted to 5.4-5.5 with The brine is keptin a
(D17) °Bé, app. 22.2% smaller vats when in  tion. lactic acid. CaCl, is added. holding tank.
(w/w) use

Microfiltration once  B. linens commercial starter
every second week.  culture occasionally added.

Samples were taken from representative vats at Dairy A. T from a vat used for conventional cheese production or ™ from a vat used for organic
cheese production. °Bé: degree Baumé.

Med amplikonsekventering (high-throughput sequencing) kunne mejerierne adskilles fra hinanden, hvilket indikerer,
at der pa mejerierne findes specifikke mikrobielle sammensatninger i deres saltlager. En raekke bakterier blev kun
identificeret med sekventering (18 slaegter/arter af Proteobakterier); dog udgjorde alle disse en mindre del af mikro-
biotaen.

Vi fandt sammenhange mellem mejeriernes handtering af saltlagerne og den mikrobielle sammensaetning. Saltlagen,
som mikrofiltreres, havde bade den laveste diversitet og en anderledes sammensatning af mikroorganismer. | mod-
seetning til de andre saltlager indeholdt denne ingen gaer (< 2.0 log CFU/mL) eller Staphylococcus-arter, hvilket tyder
pa, at mikrofiltrering effektivt fjerner visse mikroorganismer. Dette er dog ikke ngdvendigvis en fordel, da bade S.
equorum og gaer som D. hansenii spiller en vigtig rolle i etableringen af kitlaget og bidrager til smagsdannelsen under
modningen.

Malet om at finde sammenhange mellem saltlagehandtering og mikrobiel sammensatning blev saledes kortlagt i
AP1.

AP2. Karakterisering af nye mikroorganismer fra saltlagen
Opgave 2.1. Vakstkarakteristika hos mikroorganismerne fra saltlagen

Resultaterne for geer er publiceret i: Zhang et al., 2020, Current Microbiology 77:3377—-3384,
https://doi.org/10.1007/s00284-020-02185-y

Veaekst og overlevelse blev undersggt for 20 geerstammer isoleret fra saltlager tilhgrende arterne Candida intermedia
(2 stammer), Debaryomyces hansenii (11 stammer), Kluyveromyces lactis (1 stamme), Papiliotrema flavescens (1
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stamme), Rhodotorula glutinis (1 stamme), Sterigmatomyces halophilus (2 stammer) and Yamadazyma triangularis (2
stammer).

Alle 20 stammer kunne gro under forhold, der minder om osteoverflader (medie med 4% (w/v) NaCl), med hgjest
vaekst ved 25 °C sammenlignet med 16 °C. Yderligere kunne alle gzer pa nzer C. intermedia gro under forhold, der min-
der om saltlagers (medie med 23% (w/v) NaCl med 6,3 g/L laktat) ved 16 °C, mens kun én stamme af D. hansenii (KU-
9) kunne gro ved 25 °C.

Tre gaer (D. hansenii, S. halophilus og Y. triangularis) kunne overleve 13,5 dage ved 25 °C i medie med 23% (w/v) NaCl,
hvor Y. triangularis viste sig at vaere den mest salttolerante. D. hansenii og S. termophilus viste fgrst en nedgang i cel-
letal, hvorefter de steg igen, hvilket kunne tyde pa, at der findes en salttolerant subpopulation. De resterende geaerar-
ter overlevede under 7 dage under disse betingelser. Disse resultater blev brugt til udveelgelsen af geer, der indgik i
AP3-5.

Veaeksten af to Staphylococcus equorum isolater (KU-52 og KU-64) pa osteagar-modeller blev testet med 4% og 8%
(w/v) NaCl ved 16°C, 25°C og 30°C. Der sas forskel mellem de to stammers evne til at vokse pa modellerne, séledes at
KU-52 voksede bedst ved alle saltkoncentrationer og temperaturer, mens KU-64 kun havde svag veekst pa osteagar-
modeller ved 25°C pa 4% (w/v) og ved 30°C pa 4% og 8% (w/v) NaCl. Yderligere viste S. eqourum KU-52 sig i stand til at
vokse langsomt under forhold, der minder om saltlagers (tryptic soy broth med 23% (w/v) NaCl over 55 timer).

Opgave 2.2 Teknologiske egenskaber hos mikroorganismerne fra saltlagen

Resultaterne er publiceret i: Huang et al., 2021, Frontiers in Microbiology, 12:662785.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.662785 og Zhang et al., 2021, International Dairy Journal 121, 105135,
https://doi.org/10.1016/].idairyj.2021.105135

Blandt de 11 D. hansenii-stammer isoleret fra saltlagerne sas genetisk diversitet. Sdledes havde ni af stammerne
unikke kromosomprofiler, mens kun to havde identiske profiler. De to stammer fra mejeri ”"C” klyngede sammen,
mens stammerne fra mejeri “A” og "B” ikke kunne skilles fra hinanden. Dette gav et indblik i diversiteten af D. hansenii
stammerne, og gjorde det relevant at teste flere af dem i AP3-5.

Under vaekst pa ostemedier kunne bade D. hansenii og Y. triangularis haeve pH-veerdien signifikant, til hhv. 8,2-9,1 og
7,5-7,7. Dette er et vigtigt karakteristikum, der er ngdvendigt for, at veesentlige smagsdannende mikroorganismer som
Staphylococcus arter og coryneforme bakterier kan gro i osteoverfladernes kitlag.

AP3. Indvirkning af udvalgte saltlagekulturer pa smagen i et ostemodelsystem
Opgave 3.1 Optimering af propagering af saltlagekulturerne

Vaekst pa ostemedie blev optimeret for udvalgte stammer af D. hansenii (stamme KU-78 og KU-80) og Y. triangularis
(KU-74 og KU-76) til forspgene omkring indflydelsen pa aromadannelse udfgrt i task 3.2 og 3.3.

Opgave 3.2 Smagsbhidrag fra de udvalgte saltlagestammer og Opgave 3.3 Ostesmag beskrevet fra et kemisk perspek-
tiv

Resultaterne er publiceret i: Zhang et al., 2021, International Dairy Journal 121, 105135, https://doi.org/10.1016/j.ida-
iryj.2021.105135

Aminosyreudnyttelsen samt dannelsen af afledte aromastoffer blev undersggt i ostemedie for to stammer af hhv. D.
hansenii (KU-78 og KU-80) og Y. triangularis (KU-74 og KU-76) ved 16 °C og 25 °C, svarende til hhv. temperaturen i
starten af ostemodning samt optimal veeksttemperatur. Det specifikke aminosyreoptag for to de geer var arts- og
stammeafhaengig, og ogsa pavirket af inkuberingstemperaturen. D. hansenii havde generelt et hgjere aminosyreoptag
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ved 25 °C, mens det for Y. triangularis var hgjest ved 16 °C. Aminosyreoptaget relaterede sig til aminosyretilgaengelig-
heden i ostemedierne, og alle aminosyrer var under 600 mmol kg™ til start og aftog efter vaekst.

| forhold til dannelsen af afledte aromastoffer kunne det ses, at D. hansenii ved 25 °C isaer optog isoleucin, leucin og
phenylalanin og producerede deres afledte aromakomponenter hhv. 2- og 3-metyl-butanal, 3-metyl-1-butanol, og 2-
phenylethanol. De endelige koncentrationer af disse aromakomponenter var alle signifikant ggede efter vaekst af D.
hansenii og over smagsgransevaerdien. Dette indikerer, at D. hansenii vil kunne bidrage med malt-, ngdde-, frugtige-
og rosa smagsnoter. Y. triangularis producerede iszer de to sulfatholdige aromakomponenter (dimetyl disulfid og
dimetyl trisulfid) og optog mere af deres prekursor, methionin. Disse to komponenter er associeret med behagelige
oste- og hvidlggssmagsnoter i modnede oste, dog blev de produceret i koncentrationer under deres smagsgraense-
veerdi. Se figur 1.

Det er fgrste gang, at aminosyreoptag og produktion af afledte smagskomponenter er blevet undersggt for disse gaer i
en ostesammenhang. Resultaterne opfylder malet om at fa en gget forstaelse af geerenes aminosyreanvendelse og
produktionen af afledte aromakomponenter.
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Figur 1. For Debaryomyces hansenii (KU-78 og KU-80) og Yamadamazyma triangularis (KU-74 og KU-76) ved vaekst pa ostemedie ved hhv. 16 °C
(lysegra kolonner) og 25 °C (mgrkegra kolonner) er fglgende malt: A) Specifikt optag af aminosyrerne isoleucin (lle), leucin (Leu), phenylalanin (Phe)
og methionin (Met). B) Specifik produktion of afledte aromakomponenter. Fremhavet med bla kasser er de aminosyrer og deres afledte aroma-
komponenter som forekom i signifikant (P >0.05) forskellige maengder mellem de to geerarter.

AP4. Saltlagekulturernes evne til at hindre skimmelvaekst

Resultaterne fra AP4 er publiceret i: Huang et al., 2021, Frontiers in Microbiology, 12:662785.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.662785

Opgave 4.1. Interaktionsstudier mellem saltlage-mikroorganismer og ugnskede skimmelsvampe; indflydelse pa spi-
ring og sporedannelse

Cellefrie supernatanter fra 11 stammer af D. hansenii kunne haemme iszer spiringen af skimmelsporer fra skimmel-
svampe, der ofte isoleres pa Danske mejerier (Cladosporium inversicolor, Cladosporium sinuosum, Fusarium avena-
ceum, Mucor racemosus og Penicillium roqueforti). De forskellige arter af skimmelsvampe blev haemmet i forskellig
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grad. Seerligt C. inversicolor heemmedes kraftigt med spiringsratioer under 5%. For P. roqueforti sas ogsa en effektiv
haemning af spiring, iszer for D. hansenii-stammerne KU-9 og KU-11 (pa hhv. 9,5% og 6,8%) sammenlignet med de an-
dre stammer (13,7-33,8%). Derimod blev spiring for de andre undersggte skimmelarter kun ha&emmet i ringe grad. Se
Tabel 2.

| forhold til mycelieveaeksthastigheder var effekten af de cellefrie supernatanter fra de 11 D. hansenii-stammer mindre.
Den stgrste haemning sas igen for C. inversicolor pa 69,3%, mens kun ringe haemning blev observeret for P. roqueforti
(83.0%) og M. racemosus (86.8%) og ingen haemning for C. sinuosum og F. avenaceum. Se Tabel 2.

Tabel 2. Spiringsratioer (%) og mycelievaeksthastigheder (p/h) af skimmelsvampe ved tilstedevaerelsen af cellefrie supernatanter af D. hansenii sam-
menlignet med kontrollen (uden cellefrie supernatanter).

D. hansenii strains

PFGE I | ] n n n m m v v [\

cluster

Mold Mold species  KU-78 KU-80 KU-12 KU-30 KU-9 KU-72 KU-11 KU-28 KU-10 KU-29 KU-27 Average
growth

Germination  C. fversicolor 0.4 1 Q.47 Q000 0.8 + 0.4 08 108" 45+ 0867 041048 191 04% 194115 144009 111 00% 04042 12115
ratio

C. sinuosum 746+ 8.6 91,6 £ 126%% §3.6 + B.5° 98,3+ 1839 82,0 £ 26,07 86.7 =2.20° 746+ 1112 837+ 1.1% E73+£11.0° 869 +59° 779+ 11.0° 8294196
F avenaceun 102.6 =2.1% 961 36" 996+05% 97.3=41% 098.8=44" 08.4=23" 934+400 1006 £28"% 1027 =1.1" 993 +28P 9r.5=26% 09.3x4.8
M. racemosus 103.8 = 1.2°° 100.8 £ 2.9 1003 1 18° 104.0 = 1.0° 10161 1.0° 1045+ 33° 928 £ 237 101.4 1 18° 103.61 3.6 890126° 1052 £3.1° 1016148
Pioqueforti 162+ 06% 27.3+£54% 149+£1.3%  2024+41% 85+£29%  1374+29° B8+05 200423 261 +14%  331+68° 33.8+487 2024114
Growthrate  C. invorsicolor 56.7 + 14.0°% 50.9+ 827 79.8 + 14.5%9 781 +82% 507 +7.7% 716+ 92" 641 + 8.0°% 806+ 11.0% 63.4 + 6.3 765+ 11.9%¢ 78.0 + 11.4"% 0.3 + 136
C. sinuosum  98.0 £ £.97 104.2 4 4.4%° 102.9 4+ 3.79° 106.8 + 55 102.8 £ 379° 111.7 £ 7.8° 995+ 5.6 100.5 + 6,399 101.3 £ 7.0%° 088+ 447 GO5+58% 1024466
F avenaceun 109.5 = 487 961 £55% 102.9 + 59909 gg1 £ 4.1%¢ 1041 = 531005 +£ 2,54 92,1 £ 59% 100.0 = 1.0% 109.6 = 6.0¢ 100.6 + 4.2454 103.7 + 6.0% 1019+ 6.8
M racemosus 902 + 465 831+ 1.3 G102 + 460 Q03+ 287 822+ 108M° 900 350 758+ 08" 875+ 16%° 800+ 39 868+4 87.0+45%° 858+7.4
Proguelorti 857 +£35% 8494379 860+41% 860=279 7004617 830+£6290 77026580 820+£40°¢ 850+ 2359 ga5+34%%  880+£3.19 830+£63

Values i the same row marksd by different lowercase letlers are significantly different using one-way ANOVA with Duncan’s test (=895% confidence, n = 6). Clusters are based on chromosome polymorphism betwesn
the staing as determined by PFGE.

Opgave 4.2 Identifikation af inhiberende stoffer, der modvirker ugnsket skimmelvaekst

For at undersgge mekanismerne bag skimmelhamningen blev flygtige komponenter produceret af de 11 D. hansenii-
stammer ved stationaer vaekst bestemt. | alt blev 71 komponenter detekteret, herunder 6 syrer, 22 alkoholer, 15 alde-
hyder, 3 benzenderivater, 8 estere, 3 heterocykliske komponenter, 12 ketoner og 2 phenoler. Variationer i de flygtige
forbindelser forekom mellem D. hansenii-stammerne.

Spearman’s korrelationsrangering blev brugt til at finde sammenhange mellem flygtige forbindelser og skimmeham-
ning. Fem flygtige forbindelser viste steerk korrelation til skimmehaemning for C. inversicolor og P. roqueforti. Disse
blev testet for effektiviteten af heemningen. Her blev det fundet, at 3-metylbutansyre havde den steerkeste haemning
af bade spiring og mycelievaekst for de to skimmelarter med en haemning pa 50% ved koncentrationer pa hhv. 10” og
10"* mol/L. 2-phenylethanol og eddikesyre viste ogsd god haamning med 50% ved 10 mol/L. 2-pentanone og acetone
gav kun en lille heemning, se Tabel 3.

Tabel 3. Koncentrationen af forskellige flygtige komponenter (volatile compounds) der inhiberer til 50% spiring og mycelievaekst af C. inversicolor og
P. roqueforti.

Mold growth Volatile compounds C. inversicolor P. roqueforti

ICyp (mol/L)

1.00 x 10

acid 6.32 x 10 267 x 1074
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Resultaterne fra AP4 viser, at stammer af D. hansenii fra saltlagerne har en hidtil uudforsket rolle i naturlig beskyttelse
mod skimmelvaekst, og de opfylder malet om at finde biobeskyttende mikroorganismer fra saltlagerne. Disse vil i
fremtiden kunne veaere brugbare i forhold til biokontrol af ugnskede skimmelsvampe i osteproduktion.

AP5. Implementering af relevante saltlagekulturer i mejeriindustrien for at optimere ostekvaliteten
Opgave 5.1 Implementering, propagering og validering af saltlagekulturer i pilotskala (KU-FOOD)

For at teste skimmelhamningen i pilotskala blev ostemodeller lagt i saltlager (steriliseret 23% NaCl (w/v), pH 5,4 juste-
ret med maelkesyre) der var inokuleret med 10% CFU/mL af hhv. D. hansenii-stamme KU-9, KU-11 eller KU-29. Kontrol-
oste 13 i saltlager uden D. hansenii. Efter saltning blev osteoverfladerne spot-inokuleret med 50 sporer af hhv. P. ro-
queforti eller M. racemosus. Ostene blev inkuberet op til 14 dage ved 16 °C med visuelle inspektioner af skimmelvaekst
pa overfladerne.

Der sas mindre skimmelvaekst pa de oste, der var blevet saltet med D. hansenii i saltlagen sammenlignet med kontrol-
lerne uden D. hansenii i saltlagerne. Yderligere sas det, at D. hansenii-stammerne gav forskellig ha&emning. Den kraftig-
ste haemning sas for P. roqueforti, hvor vaeksten blev fuldstaendig forsinket med op til ca. 7 dage med D. hansenii KU-

29 i saltlagen. For M. racemosus var vaeksten ligeledes lavere pa oste med D. hansenii-stammerne i saltlagen, iseer for
KU-9 og KU-11.

Yderligere blev vaeksten af de tre D. hansenii-stammer pa osteoverfladerne bestemt pa dag 1 og dag 7. Celletallene for
dag 118 mellem 4,1 x 10° + 1,3 x 10° til 6,2 x 10° + 1,1 x 10° CFU/g. Disse resultater indikerer, at D. hansenii-stam-
merne havde gode fasthaeftningsegenskaber, idet de blev tilsat til saltlagerne i suspension og kunne faestne sig til oste-
overfladerne i Ipbet af saltningen (1 time). P& dag 7 sas signifikant hgjere celletal 1,2 x 108+ 0,2 x 10%til 4,9 x 102 + 0,1
x 108 CFU/g, hvilket indikerer, at D. hansenii-stammerne kunne gro pa osteoverfladerne i Igbet af inkuberingsperio-
den.

Resultaterne fra AP5 peger pa, at stammer af D. hansenii kan bruges som biokonserverende mikroorganismer i mejeri-
industrien, f.eks. som tilsaetningskulturer til saltlager.

Overordnet konklusion:

InBrine-projektet formaede at kortlaegge den komplette mikrobiota i danske saltlager fra fire danske mejerier, der
handterer deres saltlager forskelligt. Adskillige saltelskende mikroorganismer blev identificeret, herunder Tetrageno-
coccus muriaticus, Psychrobacter celer og Debaryomyces hansenii samt bakterierne Lactococcus lactis og Staphylococ-
cus equorum. Mikroorganismer fra DL-starterkulturen blev ogsa isoleret fra saltlagerne (L. lactis og Leuconostoc me-
senteroides); disse stammer hgjest sandsynligt fra afbraekkede ostekorn og kan i et vist omfang overleve, sa leenge de
er indkapslet i ostematricen, hvor saltkoncentrationen ikke er for hgj. Mejeriernes saltlage-mikrobiota adskilte sig fra
hinanden, hvilket indikerer, at der findes en specifik mikrobiel sammensaetning pa de enkelte mejerier. Den mikrobi-
elle ssmmensatning i saltlagerne blev pavirket af mejeriernes handtering af saltlagerne. Saltlagen, som mikrofiltreres,
havde bade den laveste mikrobielle diversitet og en anden mikrobiel sammensatning. | modsaetning til de andre salt-
lager indeholdt den mikrofiltrerede saltlage ingen gzer eller Staphylococcus-arter, hvilket tyder pa, at mikrofiltrering
effektivt fjerner visse mikroorganismer. Dette kan vaere ugnsket, da visse gaerarter (primaert D. hansenii) og Staphylo-
coccus arter er med til at skabe et stabilt mikrobielt miljg pa osteoverfladen, hvilket heemmer vaekst af skimmel og
Listeria monocytogenes.

Alle de 20 isolerede gaerstammer pa naer Candida intermedia kunne gro under forhold, der minder om saltlagers. Tre
geerarter fra saltlagerne (D. hansenii, Sterigmatomyces halophilus and Y. triangularis) kunne overleve 14 dage under
forhold, der minder om saltlagers, med Y. triangularis som den mest salttolerante geer. De to geer D. hansenii og Y.
triangularis pavirkede aminosyre- og aromasammensatningen i et ostemodelforsgg. Desuden kunne D. hansenii,
hamme spiringen af skimmelsporer fra visse skimmelsvampe, der ofte isoleres pa danske mejerier, isaer Penicillium
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roqueforti og Cladosporium inversicolor, mens en mindre effekt sas for heemning af mycelievaeksten. Iseer 3-methylbu-
tansyre, 2-phenolethanol og eddikesyre, produceret af D. hansenii-stammerne, viste sig effektive i heemningen af spi-
ring af skimmelsporer og mycelievaekst. 3-methylbutansyre har ikke tidligere veeret beskrevet som et skimmelham-
mende stof, men viste sig at veere he@mmende, selv i meget lave koncentrationer. | et pilotskala-forsgg med D. hanse-
nii-stammer tilsat saltlager haammedes vaeksten af skimmelsvampene Penicillium roqueforti og Mucor racemosus pa
osteoverflader. Dette understreger potentialet for at bruge D. hansenii som biobeskyttende kultur f.eks. som tilszet-
ning i saltlager.

12. Resultaternes betydning, herunder for mejeribruget

Projektet har tilvejebragt ny viden om de positive effekter af de mikroorganismer, der naturligt forekommer i ostesalt-
lager. Denne viden bidrager til forstaelsen af den mikrobielle gkologi i mejerimiljpet og under ostefremstilling. InBrine-
projektets resultater kaster dermed for fgrste gang lys over et mikrobielt miljg, der ikke tidligere har vaeret undersggt
hos de danske mejerier.

Den opnaede viden vil kunne danne grundlag for udarbejdelse af nye retningslinjer for saltlagehandtering i den danske
mejeriindustri. Dette vil ggre mejeriindustrien i stand til at opna en bedre kitdannelse med en positiv indvirkning pa
ostens smag og aroma, samt gge evnen til at heemme ugnsket skimmelvaekst. Dette vil forbedre bade ostekvaliteten
og fgdevaresikkerheden til gavn for forbrugerne. Inden for den danske ingrediensindustri kan udforskning af saltla-
gens mikrobielle biodiversitet fgre til nye biobeskyttende eller aromadannende starterkulturer tilpasset saltlager.
Yderligere ligger der ogsa potentielt set et uudforsket bioteknologisk potentiale for saltlagens mikroorganismer, f.eks.
screening for enzymproduktion og szerligt inden for produktion af skimmelhaemmende forbindelser.

For at mejerierne kan drage nytte af projektets resultater, er den opnaede viden blevet gjort tilgaengelig for relevante
aktgrer i mejeribranchen. Dette blev gjort i form af populzaervidenskabelig litteratur, foredrag, virksomhedsbesgg etc.
Endvidere er projektets resultater blevet videregivet til mejeriingenigrstuderende pa Kgbenhavns Universitet i rele-
vante kurser indenfor mejerimikrobiologi.
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