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Ripening of Emmental Cheese Wrapped in Foil with and without Addition of Lactobacillus casei subsp. casei. I. Microbial,
Chemical, Rheological and Sensorial Investigations

The present work describes the ripening of eight quarters of raw milk Swiss Emmental cheese loaves which were packaged at 3
months in a plastic sheet. The loaves were manufactured with and withour addition of L. casei subsp. casei to the usual starter
cultures. Samples were taken at 3, 6, 9 and 12 months of ripening. The following parameters were measured and statistically
compared: microbial composition (propionic bacteria, enteroccoci and facultative heterofermentative lactic acid bacteria);
chemical composition (water, far, total nitrogen, water soluble nitrogen, nonprotein nitrogen, ammonium, water soluble minerals,
copper, volatile fatty acids, lactic, citric and succinic acid, the ortho-phthaladehyde-, p-benzoquinone- and cadmium-ninhydrin-
vaiues, free amino acids as well as biogenic amines); rheological properties (penetration depth, deformation and force at fracture,
force at 33% deformation); sensorial properties such as taste (sweet, salty, acidic and bitter), odour and flavour intensity as well
as other quality criteria (eye formartion, body structure and consistency as well as shelf-life). Inhibition of propionic acid
fermentation and enterococci was observed after addition of L. casei subsp. casei with a reduction in the production of tyramine
without any loss of flavour properties of this cheese variety.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Reifung von 8 im Alter von 3 Monaten in Folien vakuumverpackten Schweizer Emmentaler
Kisen aus Rohmilch ohne und mit einem Zusaiz von Lactobacillus casei subsp. casei nach 3, 6, 9 und 12 Monaten. Die
Anderungen der mikrobiologischen (Propionsiurenbakterien, Enterokokken und fakultativ heterofermentative Laktobazillen)
und chemischen Zusammensetzung (Wasser, Fett, Gesamistickstoff, wasserloslicher Stickstoff, Nicht-Protein-Stickstoff, Ammo-
nium, wasserlgsliche Mineralsioffe, Kupfer, fllichtige Feusiiuren, Milch-, Zitronen- und Bernsteinsiiure, ortho-FPhthaladehyd-,
p-Benzochinon- und Cadmium-Ninhydrin-Wert, freie Aminosduren und biogene Amine}, der rheologischen (Eindringtiefe,
Deformation und Kraft bei Bruch, Kraft bei 33% Deformation) und sensorischen Messgréssen sowie einiger anderer
Qualitdtskriterien (u.a. Lochung, Konsistenz und Struktur des Teiges sowie Lagerfihigkeit) wurden fiir die beiden Varianten
statistisch verglichen. Es wurde eine durch L. casei subsp. casei verursachte Hemmung der Propionsduregirung und der
Enterokokken beobachter, wodurch die Tyraminbildung reduziert wurde, ohne dass sensorische Qualititsmerkmale dieser
Klisesorte beeintrichtigt wurden.
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Einleitung

Der Reifungsverlauf von schweizerischen Hart- (1, 2)
und Halbhartkisen (3-5) wurde in den letzten 15
Jjahren eingehend untersucht. Beim Emmentaler Kise
sind zahlreiche Daten iiber die chemischen, mikrobio-

*Korrespondenzautor,

logischen, rheologischen und sensorischen Merkmale
im Alter von 4-5 Monaten (6-8) und die Zusammenset-
zung in konsumreifem Zustand (9) sowie iiber den
Giérungsverlauf von Kasen mit und ohne Nachgirung
(10, 11) vorhanden. Fiir die Fabrikation von
Emmentaler Késen werden vorwiegend Lactobacillus
(L.) delbriickii subsp. lactis und Streptococcus thermo-
philus eingesetzt. Seit einiger Zeit wird von vielen
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Emmentaler Kasereibetrieben zudem L. casei subsp.
casei verwendet, um der Gefahr einer Nachgirung
entgegenzuwirken.

Die Gattung L. casei gehort zu einer Gruppe von
Laktobazillen, die die Mehrzahl der Hexosen homo-
fermentativ unter Bildung von L-Milchsdure und ande-
ren Zuckern oder Stoffwechselprodukten sowie hetero-
fermentativ unter Bildung von L-Milch-, Essig-,
Ameisensiure und Ethanol sowie Kohlendioxid vergi-
ren (12, 13). Sie werden deswegen traditionellerweise
fakultativ heterofermentativ genannt wie auch andere
mesophile Laktobazillen (beispielsweise L. rhamnosus
und L. plantarum). Diese Gattungen scheinen in Kise
gut zu wachsen und bilden ohne Zweifel den gréssten
Teil der ‘wilden’ Kiseflora zahlreicher Kise. In den
schweizerischen Hartkdsen findet sich vor allem L.
casei und L. rhamnosus, die die Temperaturbedingun-
gen bei der Fabrikation iiberstehen (14), im Gegensatz
zu L. plantarum, der in der natiirlichen Flora des
Cheddars vorherrscht (15). L. casei wird fiir die
beschleunigte Kisereifung von Cheddar (16) und fiir
die Herstellung von probiotischen Kulturen fiir Sauer-
milchprodukte (17) verwendet. Gewisse Stimme von
L. casei und L. rhamosus sind in der Lage, das
Wachstum von Enterokokken, der salztoleranten Flora
und von Propionsiurebakterien zu hemmen.

Im Gegensatz zu zahlreichen Stimmen der gleichen
Art kdnnen solche hemmenden Stimme in Gegenwart
der Zitronenséure als einziger Energiequelle sehr rasch
wachsen (13). Der Verbrauch der Zitronensiure voll-
zieht sich stéchiometrisch nach folgender Gleichung: 1
Zitronensdure = 2 Essig- + 1 Ameisensdure + 1 Koh-
lendioxid {Gleichung 1). Dabei bildet sich aber mehr
Kohlendioxid, als nach dieser Gleichung zu erwarten
wire (13). L. casei hat die Fihigkeit, die Kaseflora
teilweise zu hemmen, und deshalb ist er fiir die
Herstellung von Kulturen besonders geeignet. Die
friihzeitige Bildung von Kohlendioxid aus der Zitro-
nensidure kann auch dahingehend ausgenutzt werden,
um die Lochung von gewissen Kisesorten, im spe-
ziellen von Halbhartkisen, zu verbessern.

Mit der vorliegenden Studie sollten Veridnderungen im
Laufe einer einjdhrigen Kisereifung und der Einfluss
des Zusatzes von L. cusei subsp. casei untersucht
werden. In einer weiteren Arbeit wird das Vorkommen
und Verhalten der fliichtigen (18: Teil II) sowie der
geruchs- und geschmacksaktiven (19: Teil III) Verbin-
dungen behandelt. Uber das Vorkommen von Peptiden
wird separat berichtet (Teil IV, in Vorbereitung). Aus
praktischen Griinden wurde fiir diese Studie in Folien
gelagerter Emmentaler Kise verwendet, was nicht den
Bedingungen in der Praxis entspricht. Um einen
eventuellen Einfluss der Folienverpackung auf die
Reifung von Emmentaler Késen abzukliren, wurden
noch zusétzlich 10 nicht in Folien gereifte Kiise (Alter
ca. 9 Monate) aus dem Handel bezogen und diese auf
dieselben Parameter untersucht. Diese Reihe von
Artikeln wird mit einem Syntheseartikel abgeschlos-
sen.

Experimenteller Teil

Kiseproben

Von 8 Emmentaler Késereien wurde je ein 3 Monate
alter Laib ausgewihlt (Produktion: Mai 1994). Die
Kidse wurden mit (Variante 1) und ohne (Variante
2 = Kontrollkdse) Zusatzkultur von L. casei subsp.
casei hergestellt. Die Laibe wurden in vier Stiicke
aufgeteilt. Ein Viertel wurde sofort analysiert und die
anderen drei Viertel in Kunststoffolien vakuumver-
packt, bei 11-12 °C weitergereift und im Alter von 6, 9
und 12 Monaten analysiert. Von der Schnittfliche
wurden jeweils 5 cm, von der Rinde 3 cm und vom
verbleibenden Kisestiick die Randstiicke in der Weise
weggeschnitten, dass ein Quader von ca. 25 cm Sei-
tenldnge vorlag. Es wurde darauf geachtet, dass die
Lokalisation der Proben innerhalb dieses Quaders bei
den entsprechenden Analysen wihrend den 4 Reifesta-
dien stets die gleiche war.

Untersuchungsmethoden

Die Untersuchung der verschiedenen Parameter wurde
zum grossten Teil mit akkreditierten Methoden
durchgefiihrt.

Fiir die mikrobiologische Zusammensetzung wurden
folgende Keime bestimmt: Enterokokken (20), Pro-
pionsdurebakterien (21) und fakultativ heterofermen-
tative (FH) Laktobazillen (22).

Fiir die chemische Zusammensetzung wurden die
folgenden Komponenten analysiert: Wasser gravime-
trisch (23), Fett nach Gerber-van Gulik (24), Gesamt-
Protein nach Kjeldahl (25), Kochsalz berechnet aus
potentiometrisch/argentometrisch bestimmtem Chlorid
(26), Kupfer mit Flammen-Atomabsorptionspektrome-
trie (AAS) nach nassem Aufschluss (27), Natrium,
Kalium, Magnesium und Kalzium nach Extraktion als
l6sliche Mineralstoffe mittels AAS sowie Phosphat
photometrisch als Molybdénblau nach Extraktion (28),
fliichtige Fettsduren (C1 bis C6) gaschromatographisch
mit Flammenionisation-Detektion nach Wasserdampf-
destillation und Veresterung mit Bortrifluorid/Propanol
(29), Gesamt-, L- und D-Milchsdure und Zitronensiure
enzymatisch (30), Bernsteinsdure enzymatisch nach
Extraktion (28), wasserloslicher Stickstoff (WLN) und
Nicht-Protein-Stickstoff (NPN) nach Kjeldahl (25),
Ammonium photometrisch (31) und die einzelnen
freien Aminosduren mit Hochdruckfliissigkeits-Chro-
matographie (HPLC) nach Vorsiulenderivatisierung
mit o-Phthalaldehyd (32) sowie die biogenen Amine
mit HPLC nach Vorsaulenderivatisierung mit Dansyl-
chiorid (33). Zusitzlich wurden noch die folgenden
Kriterien der Proteolyse photometrisch bestimmt: der
p-Benzochinon- (34), o-Phthaladehyd (OPA)- (35) und
Cadmium-Ninhydrin-Wert (36). Instrumentell wurden
die folgenden rheologischen Gréssen gemessen: Ein-
dringtiefe, Deformation und Kraft beim Bruch sowie
Kraft bei 33% Deformation (37).

Im weiteren wurden die Kidseproben sensorisch mit
Hilfe eines geschulten Sensorikpanels (n = 10-15)
beurteilt (38) und mit den folgenden Qualititsmerkma-
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Tabelle 1 Verinderungen der Mikroflora im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kise

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohneLc mitLe ohneLc mitLe ohne L¢ mitLc  ohneLc mit L¢
Enterokokken x 6.1 3.1%* 5.7 3.0%* 6.0 2.2%w% 5.8 2.8%%%
{log KBE/g) Sy 0.5 1.5 0.5 1.1 0.7 0.6 04 0.6
Prop. Bakterien x 20 8.5 8.7 82wk 82
(log KBE/g) Sy 0.1 0.3 0.1 0.1 0.1
FH Laktobazillen x 74 7.2 67 7.3+ 7.1
(log KBE/g) 5, 02 0.4 02 0.3 0.2

Anzahl Kise n=8 (4 mit Lc und 4 ohne Lc).
Lc=Lactobacillus casei subsp. casei.
Prop.=Propionsiure.

FH={fakultativ heterofermentativ.
x=Mittelwert; s, Standardabweichung,
*P<5%; ¥*P<1%; ***P<0.1%.
KBE=koloniebildende Einheit.

len charakterisiert: Geruchs- und Geschmacksintensi-
tit; Note siiss, salzig, sauer und bitter (auf einer
7-Punkte-Skala). Kisefachexperten bewerteten die
Gesamt-, Geschmacks- und Teignote sowie die
Lochung, wobei 6 die beste und 1 die schlechteste Note
war. Die Lagerfihigkeit wurde mit maximal 3 benotet.
Die Teiglinge und -festigkeit sowie der Reifegrad
konnten im Bereich von 2 (zu tief) bis 8 (zu hoch)
beurteilt werden, wobei 5 als normal bezeichnet
wurde.

Statistische Auswertung

Die arithmetischen Mittelwerte und Standardabwei-
chungen wurden fiir alle Messgréssen berechnet. Die
mikrobiologischen Parameter wurden vor der Mittel-
wertrechnung logarithmiert. Die Unterschiedspriifun-
gen der Mittelwerte wurden im Programm SYSTAT
(39} mit dem Tukey-Test durchgefiihrt. In den Tabellen
wurden die Werte, die keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Késen mit und ohne L. casei subsp. casei
aufwiesen, zusammengenommen.

Resultate und Diskussion

Einfluss der Reifung in Kunststoffolien

Die Reifung der Kise in Folien ab dem 3. Monat hat
sich nur bis zum Alter von 10-11 Monaten als pra-
xistauglich erwiesen. Danach traten bei einzelnen
Kisen deutliches Fettschwitzen, Wasserldssigkeit und
als Folge teilweise gasundichter Schweisstellen der
Kunststoffolien Schimmelbildung auf Trotz diesen
Problemen am Ende der Reifung darf doch festge-
halten werden, dass alle 8 Versuchskise dem Anspruch
nach qualitativ guten Emmentalern zu geniigen ver-
mochten, wie dies die nachstehenden Resultate
verdeutlichen.

Mikrobiologische Zusammensetzung
Die Werte der mikrobiologischen Messgréssen zeigen
einen statistisch signifikant niedrigeren Gehalt an

Enterokokken bei den Kisen mit L. casei-Zusatz
(Tabelle 1). Diese Beobachtung bestitigt die an Mo-
dellkdsen erhaltenen Resultate (14). Bei diesen Késen
wurden die Enterokokken und die salztolerante Flora
durch den Zusatz von fakultativ heterofermentativen
Laktobazillen (L. casei oder L. rhamnosus (14)) deut-
lich gechemmt. Im weiteren zeigt die Tabelle 1, dass im
Alter von 3, 6 und 12 Monaten die Konzentration an
fakultativ heterofermentativen Laktobazillen in allen
Kisen gleich ist. Im Verlaufe dieses Wachstums wurde
ein mehr oder weniger grosser Teil, aber nicht die
gesamte Menge der Zitronenséure verbraucht (Tabelle
2). Keime von L. casei, die nicht die Zitronensiure als
einzige Energiequelle verwenden (13), wurden aus
Kise isoliert. In dieser Arbeit wurde detailliert der
Stoffwechsel des Zitrats und dessen Rolle in der
Hemmung der Enterokokken beschrieben (13).

Im Alter von neun Monaten wurden im Kise mit L.
casei subsp. casei signifikant mehr fakultativ hetero-
fermentative Laktobazillen, dafiir hochsignifikant weni-
ger Propionsdurebakterien nachgewiesen. Auch wenn
bei der Késefabrikation keine fakultativ heterofermen-
tativen Laktobazillen zugesetzt werden, gelingt es
ubiquitdren Stimmen aus dieser Keimgruppe sich im
Kise stark zu vermehren und zwar in einem Ausmasse,
dass bet den Keimzahlen im Kise zwischen den beiden
Varianten nach 3 und 6 Monaten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden konnten. Erstaunli-
cherweise fiihrte aber dieses vergleichbare Wachstum
in den Késen ohne den Zusatz von L. casei subsp. casei
weder zu einer vollstindigen Zitronensdure-Vergirung
noch zu einer markanten Hemmung der Propionsiure-
bakterien (13). Auch weitere Parameter wie Aspa-
raginsiure, Tyrosin, Ornithin, Kraft bei 33% Deforma-
tion, Gesamtnote sowie Teigfestigkeit zeigten nur beim
9 Monate alten Kise deutliche Unterschiede zwischen
den beiden Varianten (siehe unten).

Grobchemische Zusammensetzung

Die grobchemische Zusammensetzung der untersuch-
ten Emmentaler Kise ist in Tabelle 3 aufgelistet.
Obwohl die Kdse ab dem dritten Monat in einer Folie
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Tabelle 2 Verinderungen der organischen Fettsduren im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kise

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohne L¢ mit Lc ohne Lc mit Le¢ ohne Lc mit Lc ohne Lc mit Le

Ameisensiure X 0.58 3.93*## 0.82 3.63%%* 0.48 4.1%* 0.45 2.85%%x
(mmolkg) 5y 0.465 0.763 0.26 0.46 0.56 14 0.53 0.58
Essigsdure x 43.8 55.7 58.6 60.4
(mmolkg) 5, 2.5 37 3.6 3.7
Propionsaure x 78.4 47, 9kx 93.5 §57.3%%% 98 65.1%** 97.1 67.9%%*
(mmol/kg) S, 4.8 7.1 43 8.0 24 78 3.0 6.3
n-Buttersdure x 0.90 i.16 1.61 1.83
(mmol/kg) Sy 0.24 0.30 0.31 0.27
n-Capronséure x 0.25 0.49 0.80 0.55+% 0.85
{mmol/kg) Sy 0.10 021 0.16 0.10 0.17
Summe FS x 129 102%* 154 117%%* 162 128%%* 163 1324+
{mmol/kg) Sy 4.4 9.5 4.4 10.7 21 74 33 7.1
Milchsiure ges. x 11.2 64,9+ +* nn 59 5%k 5 55.5%%% 3 53.6
{mmolkg) Sy 7.0 10.0 7.7 4 85 3 83
L-Milchsiure x 4.1 33, 7%%* nn 31* 1 28.2%* 1 27.8
{mmolkg) Sy 6.0 8.6 8.3 1 9.1 2 6.9
D-Milchsdure X 7.1 31.2%* nn 28.5%* 4 273 2 25.8
{(mmol/kg) Sy 8.0 6.8 4.1 28 4.5 1.9 5.0
Zitronensiure X 7.2 0Q.2%:** 5.6 nn** 5 nn** 4.6 nn**
(mmol/kg) Sy 0.6 0.1 11 15 15
Bernsteinsdure? X 9.7 14.0 18.7 147 26.3 14.4
(mmol/kg) Sy 3 4.0 0.1 11 0.7 0.9

Legende: siche Tabelle 1.
FS=Fettsduren.

nn=nicht nachweisbar.

2n=je 2 statt 4 Kése pro Gruppe.

Tabelle 3 Verinderungen der grobchemischen Zusammensetzung im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem

Emmentaler Kise

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohne Le mit Le ohne L¢ mitL¢c ohnelc mit Lc¢  ohneLc mit Le¢

Wasser x 362 352 349 339

(g/kg) Sy 6.3 84 6.2 3.1

Fett x 498 490 492 479

(g/kg TM) 0 13.7 6.4 99 7.5
Gesamt-Protein x 435 439 437 435

(g/kg TM) Sy 7.4 11.8 9.6 7.5
Kupfer X 114

(pmolikg) 54 24

Legende: sieche Tabelle 1.
TM=Trockenmasse.

verpackt waren, nahm der Wassergehalt bis zum Alter
von 12 Monaten noch signifikant um durchschnittlich
23 g/kg ab. Wenn man eine Wasserdurchlissigkeit der
Verpackungsfolie als wenig wahrscheinlich annimmt,
konnte diese Verminderung des Wassergehaltes einer-
seits durch die Bindung von Wasser infolge der Hydro-
lyse von Peptidbriicken und anderseits durch die
heterogene Wasserverteilung im Kése infolge des Salz-
gradienten und der entsprechenden Migration des
Wassers vom Zentrum zur Randzone erklirt werden.
Der Fetigehalt in der Trockenmasse (TM) nahm vom 3.
bis zum 12. Monate signifikant um 19 g/kg TM ab, was
die Folge des oben beschriebenen Fettschwitzens war.
Der Proteingehalt, bezogen auf die Trockenmasse,
blieb praktisch stabil.

Wasserldsliche Mineralstoffe

In Tabelle 4 sind fiir Mineralstoffe, die am Geschmack
von Emmentaler beteiligt sind (28,40), die Mengen
angegeben, die mit Wasser aus den Késeproben extra-
hierbar sind. Die Daten sind deshalb auf den Wasserge-
halt der Kise bezogen.

Der deutlich tiefere Chloridgehalt nach drei Monaten
kann mit der noch nicht vollstindig abgeschlossenen
Salzdiffusion erklidrt werden. Der Anstieg von wasser-
loslichem Magnesium, Kalzium und Phosphat mit
zunehmender Reifung weist noch auf einen anderen
Effekt hin, der offensichtlich insbesondere die mehr-
wertigen [onen betrifft. Thre Mobilitdt erhdht sich
moglicherweise, weil im Zuge der Proteolyse Peptide
und Aminosiuren entstehen (siche Tabelle 5), die




Tabelle 4 Verinderungen von wasserldslichen Mineralstoffen im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler

Kise

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohne Lc mit Le ohnelLc mitlc ohnelc mitLec ohnelc mit Lc¢

Natrium X 400 360 377 389
(mmol’kg Wasser) 5, 51 27 27 62
Kalium X 59 47 56 61
{mmol’kg Wasser) 8¢ 5 4 8 3
Magnesium x 50 42 67 84
(mmol/kg Wasser) Sy 5 5 13 3
Kalzium x 296 297 471 523
(mmol/kg Wasser) Sy 38 25 34 3
Chlorid x 188 205 225 290
{mmol/kg Wasser) 5y 26 19 29 57
Phosphat x 199 267 262 274
{mmol/kg Wasser) Sy 26 26 11 12
Legende: siche Tabelle 1.
wasserloslich sind und dadurch diese lonen in die zwischen Kontroll- und  Versuchskise  fest-

wiBrige Phase transportieren, woraus eine Verstirkung
des Geschmacks resultieren wiirde.

Organische Sduren

Fliichtige Fettsduren (C1 bis C6) wurden ab dem
sechsten Monat in deutlich geringerem Masse gebildet
(Abb. 1).

Die Gehalte an Ameisen- und Propionsiure unter-
schieden sich hochsignifikant zwischen den beiden
Varianten (Tabelle 2). Durch den Einsatz von L. casei
subsp. casei wurden signifikant mehr Ameisensiure und
signifikant weniger Propionsiure produziert. Diese
Siure wies die héchsten Konzentrationen der unter-
suchten fliichtigen Fettsiuren auf und wirkte sich
deshalb auch auf die Summe der fliichtigen Fettsiuren
aus. Dagegen zeigten die Gehalte an Buttersdure
keinen Unterschied zwischen den Varianten mit und
ohne L. casei subsp. casei-Zusatz, da diese S#ure
vorwiegend nach einer Fettspaltung (Lipolyse) oder
einer Buttersduregirung auftritt. Die Konzentration an
Propionsdure (Tabelle 2) in den mit L. casei subsp. casei
hergestellten Kiasen ist signifikant um 30 bis 40%
geringer als in den Kontrollkdsen. Diese, durch den
Zusatz von fakuitativ heterofermentativen Laktoba-
zillen verursachte Hemmung der Propionsduregirung
scheint jedoch nicht durch die Anzahl der Propion-
sdurebakterien, die sich nicht wesentlich von den
beiden Varianten unterscheiden, verursacht worden zu
sein. Die Hemmung auf das Wachstum der Propion-
sdurebakterien ist zwischen dem ersten und zweiten
Monat ausgeprigter (13), wihrenddem die Konzentra-
tion der Propionsdurebakterien in den Kontrollkdsen
um das 3- bis 10fache hoher sein kann als in den Késen
mit Zusatz der fakultativ heterofermentativen Lakto-
bazillen. Die Hemmung des Wachstums der Propion-
sdurebakterien ldsst sich auf eine lingere Latenzzeit zu-
ritckzufithren. Am Ende der Reifung ist die Keimzahi-
zdhlung nicht empfindlich genug, um einen Unterschied

stellen zu konnen. Dieser Unterschied ist jedoch aus
dem Propion- und Milchsduregehalt ersichtlich. Die
Propionsiurebakterien verfiigen fiir ihr Wachstum iiber
geniigend hohe Konzentrationen an Milchsiure, Die
Hemmung ihres Wachstums durch die fakultativ hete-
rofermentativen Laktobazillen kann deshalb nicht
durch eine Kompetition mit der Zitronensiure erklirt
werden. Sie ldsst sich nur im Késk oder Kisesaft, aber
nicht in den iiblichen Nihrbdden beobachten (13).
Die Konzentration an Essigsiure (Tabelle 2) ist in den
Kisen mit Zusatz von L. casei subsp. casei signifikant zu
hoch gegeniiber derjenigen an Propionsiure (3 Milch-
sdure = 2 Propion- + 1 Essigsiure + I Kohlendioxid
+ 1 Wasser; Gleichung 2). Dies liesse sich durch die
Bildung von Essigsdure aus Zitronensiure erkliren
(siche Gleichung 1). Die Vergiirung von Zitronensiure
ist auch noch aus der erhohten Bildung von Amei-
sensdure ersichtlich, auch wenn die Bildung der letzte-
ren Siure nicht stéchiometrisch aus der verbranchten
Zitronensdure abgeleitet werden kann (zu geringe
Bildung der Ameisensdure). Das fortwihrende Ver-
schwinden von Ameisensiure geht mit der Bildung der
Ester einher, wie dies im nachfolgenden Artikel (18)
beschrieben wird.

Der Abbau der Milchsdure (Tabelle 2) erfolgte in
Kisen ohne L. casei subsp. casei-Zusatz hochsignifikant
schneller. So konnten bereits nach 6 Monaten keine
nennenswerten Mengen an Milchsdure mehr nachge-
wiesen werden. Bei den Kisen mit L. casei subsp. casei
nahm der Milchsduregehalt nach Abschluss der Pro-
pionsduregirung nur noch geringfiigig ab, was gleichbe-
deutend ist mit der Feststellung, dass keine Nachgirung
erfolgte.

In den 9- und 12- monatigen Késen mit L. casei subsp.
casei-Zusatz wird weniger Bernsteinsiure gebildet als
in den Kontrollkisen (Tabelle 2). Bernsteinsiure ist ein
Stoffwechselprodukt der Propionsdurebakterien aus
der Asparaginséure. Dementsprechend war der Aspa-
raginsduregehalt in diesen Kisen hoher (siehe Tabelle
5). Der niedrigere Bernsteinsduregehalt kann deshalb
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Tabelle 5 Verdnderungen der freien Aminosduren im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kise

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohne L¢ mit Le ohnelc mitlc ohnelLc mitLc  ohnelc mit Le
Phosphoserin x <0.03 <0.04 0.08 0.20
(g'kg) S, 0.0% 0.06
Asparaginsiure x <0.01 <0.01 0.12 0.02** 0.05
(g’kg) Sy 0.01 0.04 0.06
Glutaminsiure x 3.50 5.30 6.43 7.66
(g/ke) S 1.00 1.00 0.93 0.99
Asparagin X 0.11 0.37%% 0.09 0.30%* 0.37 1.22* 0.12 0.4(**
(g/kg) 5y 0.09 0.07 0.07 0.04 0.33 0.39 0.09 0.10
Serin x 0.33 0.60 0.83 1.06
(g/kg) Sy 0.11 0.13 0.14 0.17
Glutamin x 0.35 0.46 0.52 0.59
(g/kg) Sy 0.16 0.16 0.13 0.15
Histidin x 047 0.65 0.91 1.14
(g/kg) 5 0.22 0.25 027 0.36
Glycin x 0.35 0.55 0.68 0.82
(g/ke) S, 0.14 0.13 0.12 0.13
Threonin x 0.52 0.84 1.08 1.34
(g/kg) S 0.15 0.15 0.17 0.20
Citrutlin X 0.41 0.75* 0.63 1.14%=* 0.82 1.43%** 106 1.70%*
(g/kg) S 0.18 0.11 0.18 0.08 0.14 0.07 0.19 0.20
Alanin x 0.51 0.76 0.96 1.11
(g’kg) Sy 011 0.12 0.14 0.17
Arginin x 020 6.17 0.12 0.10
(g/kg) s, 0.24 0.23 0.13 0.13
y-Aminobuttersdure  x <0.02 <0.03 0.10 0.10
(g'kg) 5, 0.10 0.15
Tyrosin x 0.53 0.71 0.69 1.16* 1.03
(g'kg) 5y 0.16 0.20 0.26 0.19 0.33
a-Aminobuttersdure  x <0.04 0.06 0.06 0.06
(gkg) Sy 0.10 0.04 0.05
Valin x 1.42 217 2.66 3.17
(g/ke) S 037 0.35 0.28 0.36
Methionin x 0.44 0.66 0.78 0.95
(g/kg) S, 0.11 0.10 0.08 0.11
Tryptophan x 0.08 0.14 0.16 0.21
(g/kg) Sy 0.02 0.03 0.03 0.04
Isoleucin x 0.57 1.01 1.40 1.81
(g/kg) Sy 0.23 0.33 0.36 0.48
Phenylalanin x 1.26 1.77 217 2.52
(e’kg) 5 0.22 0.20 0.21 0.29
Ormithin x 0.53 0.60 0.90 0.46* 0.95 0.51*
(g/kg) s, 0.23 0.34 0.25 022 022 022
Leucin x 2.60 3.48 4.04 4.55
(g/kg) Sy 0.49 0.40 0.37 0.44
Lysin x 1.83 3.00 3.79 448
(g/kg) Sy 0.48 0.58 0.73 0.76
Prolin x 1.39 2.24 311 3.89
(g/kg) S 0.45 0.51 0.58 0.81
Summe FAS x 17.8 26.3 335 39.2
{g/kg) Sy 4.8 4.9 5.2 5.8
Legende: siche Tabelle 1.
FAS =Freie Aminosiuren.
mit der Hemmung des Wachstums der Propion- werden separat verdffentlicht [Teil IV, in
siurebakterien erklirt werden. Vorbereitung].

Abbauprodukte der Proteolyse

Wihrend der Proteolyse entstehen aus dem Protein
Peptide, freie Aminosduren, biogene Amine und
Ammonium. Als weitere Parameter zur Charakterisier-
ung der Proteolyse kdnnen der WLN, der NPN sowie
der p-Benzochinon-, OPA- und Cadmium-Ninhydrin-
Wert herbeigezogen werden. Daten zu den Peptiden

WLN, NPN, Ammonium, p-Benzochinon-, OPA- und
Cadmium-Ninhydrin-Wert nahmen wihrend der
Kisereifung gleichférmig zu und zeigten zwischen den
beiden Varianten keine signifikanten Unterschiede
(Tabelle 6). Die Differenz zwischen dem WLN- und
NPN-Wert ist ein Mass fiir die Konzentration an
grossen Peptiden. Diese Messgrisse stieg bis zum 6.
Monat an und nahm danach kontinuierlich wieder ab.
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Abb. 1 Zunahme der Summe der fliichtigen Fettsiuren
wihrend der Kisereifung (@ mit, O ohne L. casei subsp.
casei). Die Kurven wurden durch die Spline Function of
Scygraph berechnet (39)

Die Konzentration der meisten freien Aminosiduren
unterscheidet sich zwischen den beiden Varianten nicht
(Tabelle 5). Nur der Gehalt an Asparagin und Citrullin
war in Kisen mit L. casei subsp. casei in allen
Altersstufen signifikant hoher, derjenige an Ornithin
hingegen war im Alter von 9 und 12 Monaten sig-
nifikant tiefer.

Glutamins3ure ist in der héchsten Konzentration vor-
handen, gefolgt von Leucin und Lysin sowie Prolin und
Valin, was mit den Untersuchungen an schweizerischen
Hart-und Halbhartk&sen iibereinstimmt (41, 42).
Aufgrund dieser Daten lisst sich die Bildung und der
Abbau der freien Aminosduren analysieren. Im Alter
von 12 Monaten sind 20% des Stickstoffs als NPN
vorhanden. Dies entspricht etwa 60 g Protein/kg Kise.
Wenn der Gehalt der verschiendenen Aminosiuren in
den Kaseinen in Betracht gezogen wird, sollte die
gesamte Hydrolyse von 60 g Protein eine Lysinkonzen-
tration in der Gréssenordnung von 30 mMol/kg (4.9
gkg) Kise liefern, was dem analytisch beobachteten
Wert von 32 mMol/kg (4.5 g/kg) sehr nahekommt.
Aufgrund dieser auf einer angensherten Berechnung
beruhenden Beobachtung kann festgehalten werden,
dass das Lysin im Laufe der Késereifung nicht oder nur
geringfiigig umgewandelt wurde.

Stdchiometrisch gesehen geht der Abbau von Arginin
(124 mMol/kg) mit der Summe von Citrullin und
Ornithin (13.0 mMol/kg) einher. Der Zusatz von L.
casei subsp. casei erhéht die Konzentration an Citrullin
und vermindert deswegen diejenige an Ornithin. L.
casei subsp. casei kénnte dabei die fiir die Umwandlung
von Citrullin verantwortlichen Mikroorganismen hem-
men. Asparaginsiure wird zu mehr als 90% abgebaut.
Eine solche Wirkung auf den Asparaginsidurestoffwech-
sel durch Propionibacterium shermanii wurde schon in
Emmentaler Kése beobachtet. Die Hemmung dieser

Art durch L. casei oder L. rhamnosus verursachte ab
dem ersten Monat eine Anreicherung von Aspa-
raginséure im Kisesaft (13). Dies ist auch aus dieser
Arbeit fiir Asparagin ersichtlich. Diese beiden Be-
obachtungen deuten daraufhin, dass die Konzentration
an Asparaginsiure (oder ihre Stoffwechselprodukte
wie die Bernsteinsdure) als friihzeitige Indikatoren fiir
das Wachstum der Propionsiurebakterien, d.h. der
Nachgirung, gelten kdnnten.

Die Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen
Bestimmungsmethoden der Abbauprodukte der Pro-
teolyse (kleine Peptide, freie Aminosiuren) ist sehr gut
(Abb. 2). Der Korrelationskoeffizient zwischen den
fiinf Messgrissen NPN, Summe der freien Amino-
sduren, p-Benzochinon-, OPA- und Cadmium-Ninhy-
drin-Wert liegt zwischen 0.973 und 0.992.

Unter den biogenen Aminen nahm im Laufe der
Reifung nur das Tyramin deutlich zu (Tabelle 7), was
jedoch bei Gruyere und Sbrinz nicht festgestellt werden
konnte (43). Beim Tyramin konnten in allen Alters-
stufen signifikante Unlerschiede zwischen den beiden
Varianten festgestellt werden. Histamin erhéhte sich
wihrend der Lagerung leicht und erreichte nach 12
Monaten Medianwerte von rund 20 mg/kg. Putrescin,
Cadaverin, Tryptamin und B-Phenylethylamin konnten
nicht nachgewiesen werden.

Die unterschiedliche Bildung der biogenen Amine ist
auf die Anwesenheit der mikrobiellen Flora zu-
riickzufiilhren, wobei insbesondere Enterokokken zu
beachten sind (44, 45). Die Kise mit L. casei subsp.
casei wiesen alle tiefere Werte fiir die Enterokokken
auf (Tabelle 1) und zeigten demzufolge auch niedrigere
Gehalte an Tyramin (Tabelle 7). Die Anwesenheit eines
hohen Gehaltes an Enterokokken fiihrte in den Kiisen
ohne L. casei subsp. casei-Zusatz zu hohen Konzen-
trationen an Tyramin (Abb. 3), was auch Petridis und
Steinhart (46} in ihren Untersuchungen an Schweizer
Kise bestitigten. Von diesen Autoren wurde auch eine
Korrelation zwischen dem Gehalt an Histamin und
dem Vorkommen von L. casei subsp. casei festgestellt,
was im vorliegenden Fall nicht zutrifft.

Rheologische Messgrossen

Die rheologischen Messgréssen Eindringtiefe und
Deformation beim Bruch nahmen wihrend der Kise-
reifung ab, wobei die Kise im Alter von 6 und 9
Monaten praktisch die gleichen Werte aufwiesen.
Dagegen zeigten die Kraft beim Bruch und bei 33%
Deformation ein anderes Verhalten (Tabelle 8). Die
Werte nahmen vom 3. bis zum 6. Monate zu und bis
zum 9. Monate ab, um danach signifikant wieder
zuzunehmen. Abb. 4 zeigt den Verlauf der Einzelwerte
fiir die Kraft bei 33% Deformation. Die fiir den 3. und
6. Monat erhattenen Resultate stimmen mit denjenigen
von Eberhard (47) iiberein, der an Emmentaler Kise
im Alter von 1-150 Tagen den Verlauf von rheolo-
gischen Parametern verfolgte.

Zwischen den beiden Varianten unterschieden sich nur
die Deformation beim Bruch im Alter von 3 Monaten
und die Kraft bei 33% Deformation im Alter von 9
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Tabelle 6 Veriinderungen einiger Proteolyse-Messgrossen im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kise

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohne Lc mit Lc ohneLe mitLc  ohnelc mit Lc  ohne Le mit L¢
WLN x 20.2 24.1 26.5 28.0
(% von TN) Sy 1.0 0.8 1.1 0.9
NPN x 121 154 182 209
(% von TN) Sy 1.6 1.5 1.9 1.9
WLN-NPN X 8.1 86 83 7.1
(% von TN) Sy 0.9 12 13 1.6
Ammonium x 37.3 54.3 65.5 791
(mmol/kg) S, 7.5 10.4 127 13.8
p-Benz.-Wert x 226 321 370 426
{mmol/kg) S 43 56 55 58
QOPA.-Wert x 184 258 311 352
{mmol/kg) 8, 35 37 38 41
CD-Ninh.-Wert X 97 138 174 203
(mmol AS/kg) Sy 32 31 36 34

Legende: siche Tabelle 1.

TN=Total-Stickstoff; WEN =wasserloslicher Stickstoff, NPN =Nicht-Protein-Stickstoff; p-Benz.-Wert=p-Benzochinon-Wert;
OPA-Wert = 0-Phthalaldehyd-Wert; Cd-Ninh.-Wert=Cadmium-Ninhydrin-Wert; AS= Aminosiuren.

Monaten signifikant (Tabelle 8). Bis zum Alter von 12
Monaten waren in den Kisen mit L. case subsp. casei
die Werte bei der Deformation beim Bruch tendenziell
tiefer und bei der Kraft bei 33% Deformation tenden-
ziell héher.

Sensorische Eigenschaften, Lochung, Teigeigenschaften
und Lagerfihigkeit

Kein signifikanter Unterschied konnte in der Geruchs-
und Geschmacksintensitit zwischen den Késen mit und
ohne L. casei subsp. casei festgestellt werden. Diese
Intensititen waren besonders stark am Ende der
Reifungsperiode (Tabelle 9). Die anderen Grund-
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Abb. 2 Relativer Gehalt an Proteolyseabbauprodukten von in
Folien verpacktem Emmentaler Kise im Alter von 3 bis 12
Monaten.  Legende:  (A) = NPN; (V) = OPA-wert;
{A) = p-Benzochinon-Wert; (@) = Summe der freien Amino-
sduren; (®) = Cadmium-Ninhydrin-Wert

geschmacksnoten wie siiss, bitter, salzig und sauer
wiesen keine klare Tendenz auf.

Die weiteren Qualitdtsmerkmale (Tabelle 10) wurden
von Kisefachexperten bestimmt. Einzig die Qua-
litdtsnote ‘Lochung’ war bei den Kisen, die mit dem
Zusatz von L. casei subsp. casei hergestelit wurden, bis
zum Alter von 9 Monaten signifikant hoher, was sich
teilweise auch auf die Gesamtnote niederschlug. Dieser
positive Einfluss auf die Lochbildung ist der Haupt-
grund, weshalb sich der Einsatz von Zusatzkulturen mit
L. casei subsp. casei unter den Emmentaler Késereien
innert ungewthnlich kurzer Zeit sehr weit verbreitet
hat. Er ist auf die bessere Kontrolle der Nachgirung
der Milchsiure zuriickzufiihren, wodurch weniger Pro-
pionsdure und Kohlendioxid gebildet werden, d.h. eine
nicht so ausgeprigte Lochbildung auftritt (Tabelle 2).
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Abb. 3 Zusammenhang zwischen der Konzentration an
Enterokokken und dem Gehalt an Tyramin (@ mit, O ohne L.
casei subsp. casei)
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Tabelle 7 Biogene Amine im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kise (Median, mg/kg, mit

Ausnahme des Tyramins)

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohne Lc mit Lc ohne Lc mit Lc ohne Lc mitLec  ohne Le mit Lc
Putrescin m nn nn nn nn
Histamin m nn 3 15 16
Cadaverin m nn nn nn nn
Tryptamin m nn nn nn nn
B-PEA m nn nn nn nn
Tyramin x 128 17* 393 47+ 294 34#* 391 51*
5y 101 8 253 5 189 i1 220 14

Legende: siche Tabelle 1.
B-PEA =B-Phenylethylamin.
nn=nicht nachweisbar.
m=Median.

Tabelle 8 Verinderungen der rheologischen Messgrissen im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kise

Alter in Monaten

3

12

Parameter ohne L¢  mitLe

chne Lc

mitLc ohnelc mitLc  ohne L¢ mit Le

7.6
11
65.6*
15

Eindringtiefe
(mmy)

Deform. b. Bruch
(%)

Kraft beim Bruch
(N)

Kraft bei 33% D.
(N)

1.1
32

RS O

"¢

[
bl

54
0.9
55.0
44
272
3.1

2.8
0.6
48.0
4.5
32.3
6.1
22,5
6.3

54
1.0
55.2
44
452

11.8
2.5

15.8+
1.2

Legende: siche Tabelle 1,
D.=Deformation.
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Abb. 4 Kraft bei 33% Deformation von in Folien verpacktem
Emmentaler Kise im Alter von 3 bis 12 Monaten (@ mit, O
ohne L. casei subsp. casef). Die Kurven wurden durch die
Spline Function of Scygraph berechnet (39)

Die deutlich schlechtere Bewertung des Parameters
Lochung nach 12 Monaten ist auf das Zusammenfallen
der Lécher zuriickzufiilhren, was typisch fiir linger
gereifte Emmentaler Kise ist. Durch die Bildung von
Schimmel auf einigen in Folien verpackten Kisen
verlor das Kriterium der Lagerfihigkeit nach 9 Mon-
aten seine Berechtigung.

Die zunehmende Reifung fiihrte logischerweise zu
einer Zunahme des Reifegrades und der Teigfestigkeit
oder -hirte (Tabelle 10), was beides durch Protein-
abbauprodukte, die sowohl geschmacksaktiv (Tabelle
9) als auch wasserbindend sind, erklirt werden kann.
Der etwas festere Teig bei den neunmonatigen Kisen
mit Zusatz von L. casei subsp. casei konnte eventuell
mit einem leicht verstirkten Proteinabbau erklirt
werden, ohne dass es jedoch bei den verschiedenen
Gesamtkriterien der Proteolyse (Tabelle 6) ersichtlich
ist. Der schrittweise Abbau des Proteingeriistes fiihrte
folgerichtig zu einer Abnahme der Teiglinge. Der
Reifegrad zeigte nach 9 und 12 Monaten signifikant
hohere Werte (Tabelle 10), allerdings muss beriicksich-
tigt werden, dass die Beurteiler das Kiésealter
kannten.
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Tabelle 9 Veriinderungen der sensorischen Eigenschaften im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kase

Alter in Monaten

3 6 9 - 12
Parameter ohnelc mitLe ohnelc mitle ohnelc mit L¢ ohne L¢ mit Le

Geruchsintensitit X 36 35 36 39
(Note) Sy 03 0.3 0.2 0.4
Aromaintensitit x 32 3.2 34 4.0
{Note) Sy 0.3 0.2 0.2 04
Siiss X 31 27 2.8 2.9
(Note) Sy 03 0.6 0.1 0.2
Bitter x 1.8 2.2 1.7 22
(Note) Sy 0.3 0.7 0.3 0.3
Salzig x 24 2.6 2.5 27
(Note) 5y 0.1 0.3 02 0.3
Sauer x 2.5 27 2.6 2.5
(Note) Sy 0.1 0.3 03 0.3

Legende: siche Tabelle 1.

Tabelle 10 Verinderungen einiger Qualititsmerkmale im Laufe der Reifung von in Folien verpacktem Emmentaler Kise

Alter in Monaten

3 6 9 12
Parameter ohnelc mitlc ohnele mitLle ohnelc mitLe ohnelc mitle

Gesamtnote x 49 4.9 4.2 4.9* 4.6
(6-Punkt-Skala) Sy 0.5 0.4 0.3 0.5 0.3
Geschmacksnote x 50 4.7 43 4.6
(6-Punkt-Skala) 54 05 0.5 0.5 04
Teignote x 5.2 52 5.2 5.0
{6-Punkt-Skala) 5y 0.3 03 04 0.3
Lochung X 4.6 5.4% 4.4 5.2% 45 5.4* 3.7
{6-Punkt-Skala) Sy 0.4 0.4 0.6 0.2 0.6 0.4 0.8
Lagerfihigkeit x 29 2.9 2.9 3.0
(3-Punkt-Skala) Sy 0.3 0.3 0.1 0.0
Teiglange x 59 5.1 4.6 44
(Skala von 2 bis 8) 5y 1.0 0.8 0.7 0.6
Teigfestigkeit x 4.7 4.8 4.7 5.5% 52
(Skala von 2 bis 8) S, 0.6 0.5 0.5 0.3 03
Reifegrad X 47 54 57 6.3
(Skala von 2 bis 8) Sy 1.1 0.6 1.0 0.8

Legende: siche Tabelle 1.

6-Punkt-Skala==6 beste, 1 schlechteste Note.
3-Punkt-Skala=3 beste, 1 schlechteste Note.
Skala von 2 (zu tief) bis 8 (zu hoch), S=normal.
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