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Halbhartkdse vom Typ Appenzellerkdse
wurden unterschiedlich lange im Salzbad
behandelt (24, 12 und 0 Std.) oder das
Natriumchiorid teilweise durch andere
Salze wie Kalium-, Calcium-, Magne-
siumehlorid ersetzt. Es wurde der Einfluss
dieser Massnahmen auf verschiedene
analytische Parameter der Proteolyse wie
der Gehalt an Stickstofffraktionen, freien
Aminoséduren und biogenen Aminen stu-
diert. Die verschiedenen Herstellungsva-
rianten unterschieden sich in einzelnen
Punkten voneinander. Im allgemeinen er-
héhte sich bei verminderterm Natrium-
chloridgehalt die Proteolyse.

1. Einleitung

Die Proteolyse, die bei der Kaseherstel-
lung und -reifung eine wichtige Rolle
spielt (7), kann durch verschiedene physi-
kalische und chemische Faktoren wie pH-
Wert, Temperatur, Wasseraktivitdt, lonen-
stirke und Kochsalz beeinflusst werden.
Einige Autoren haben bei einer Erniedri-
gung des Kochsalzgehaltes oder beim Er-
satz des Natriums durch andere Elemente
keinen oder nur einen geringen Einfluss
auf die Proteclyse fesigestellt (1,11). An-
dere haben dagegen bei einer Reduktion
des Kochsalzgehaltes eine erhdhte Pro-
teolyse beobachtet (5,6,9,14,18,19).
Thakur et al. (18) haben beispielsweise im
Verlaufe der Reifung von ungesaizenem
Cheddar ein stirkeres Ansteigen des
wasserloslichen Stickstoffgehaltes beob-

der Proteolyse von Caseinen wurde der
Einfluss des Kochsalzes festgestellt
(8. 13). B-Casein unterliegt einer leicht er-
héhten Proteolyse, wenn der Salzgehalt
reduziert war, «,-Casein dagegen nicht
(8).

Uber den Einfluss einer verminderten
Kochsalzbehandlung wie auch eines teil-
weisen Ersatzes des Kochsalzes durch
andere Salze auf verschiedene chemi-
sche, sensorische und rheologische
Messgréssen von Halbhartkdse wurde
bereits in zwei Mitteilungen berichtet
(15, 16). Diese Vorgehensweise hat auch
Auswirkungen auf einige fir die Proteo-
lyse charakteristische Parameter, die im
folgenden beschrieben werden.

2. Material und Methoden

Kéaseherstellung

Die Fabrikation des Halbkartkdses vom
Typ Appenzellerkdse wurde bereits be-
schrieben {15). Die traditionell hergestell-
ten Késelaibe wurden in verschiedenen
Saizbadern aufbewahrt (Tab. 1) und im
Verlaufe der Kasereifung mit den entspre-
chenden Salzlésungen gepflegt. Die Kase
wurden nach einer Reifungszeit von vier
Monaten analytisch untersucht.

Bestimmungsmethoden

Stickstofffraktionen und -haltige
Komponenten

Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs

achtet als im gesafzenen Kase. Auch bei (TN), des wasserlslichen Stickstoffs

Tabelle 1 Salzbehandiung der Kase

Variante  Zusammensetzung' der Salzbader und Aufbewahrungszeit  Lieferant

Nr. der Salzwasserldsung {bei der Reifung) im Salzbad (Std.)

1 Leitungswasser gesattigt mit |, 24 Vereinigte
iodiertem NacCl (3,76 mol/l) Schweiz. Rhein-

2 dito 12 salinen

3 nur Leitungswasser Wassernetz
Leitungswasser mit KClI, GaCly
jeweils 3,76 mol/l:

4 NaCl+KCI (3:1) 24 MgCl,

5 NaCl+KCI (1:1) 24 reinst,

4] NaCl+CaCl, (1:1) 24 Lebensmittel-

7 NaCl+MgClz (1:1) 24 qualitédt

ER NaCl+KGCl+MgCl, (2:1:1) 24 Merck

8b* MSK-Salzmischung 24 Fa. MSK, Vevey

' molare Verhdltnisse der angegebenen Salze
2 Standardbedingungen als Referenz (Kontrolle)
“nur fir die Aprilfabrikation

“nur fir die Maifabrikation; kommerziell nicht erhaltlich; unbekannte Zusammensetzung {neben
einem niedrigen Natriumgeshalt wurden auch Kalium und Glutaminséure nachgewiesen)

(WLN) und des Nicht-Protein-Stickstoffs
(NPN) erfolgte nach Collomb et al. (4},
diejenige des phosphorwolframldslichen
Stickstoffs nach Stadhouders (17). Die
biogenen Amine wurden mit Hilfe einer
neuen RP-HPLC-Methode nach Biitikofer
et al. (3) bestimmt, die freien Aminosduren
mit Hilfe der klassischen lonenaustausch-
Chromatographie.

Andere chemische Bestimmungen

Die anderen chemischen Analysenmetho-
den wurden bereits beschrieben (15).

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2 g Kéase wurden in 25 m! einer 30 mmol/|
Tris-hydroxymethyl-aminomethan-, 190
mmol/| Giycin- und 5 mol/l Harnstoff-Puf-
ferlésung (pH 8,3} bei 4 “C in einem Poly-
tron-Kinematica-Gerat homogenisiert.
Die Suspension wurde 30 min bei 9900 x
g zentrifugiert, die schwimmende Fett-
schicht beseitigt, der Uberstand aufge-
nommen und filtriert (Schleicher Schuell
Nr. 595 ‘%-Filter). Die so erhaltenen Ka-
seextrakte wurden bei —20 C aufbewahrt.
lhr Proteingehalt wurde nach Peterson
{12) bestimmt, damit gleiche Pro-
teinmengen fir die elektrophoretische
Auftrennung aufgetragen werden kdnnen.
Die Ausfihrung der Elektrophorese wurde
bereits an anderer Stelle beschrieben (2).
Die Elektrophoregramme wurden mit Hil-
fe eines Ultrascan-Laser-Densitometers
(LKB} ausgewertet. Um die reifungs-
bedingten Umwandiungen der ogs- und
B-Caseine tsilweise quantitativ zu erfas-
sen, wurde nur die Intensitét dieser unhy-
drolysierten Fraktionen berlcksichtigt
und im folgenden als a- und p-Wert be-
zeichnet.

Statistische Methoden

Die statistische Analyse der Daten erfolg-
te mit dem U-Test nach Mann-Whithey
{robuster Rangnummernvergleich) und
bei geringer Probenzahl mit dem t-Test
(Mittelwertsvergleich). Signifikante Unter-
schiede werden bei p < 0,05 % im Ver-
gleich zur Normalfabrikation angegeben.

3. Resultate und Diskussion

Proteinfraktionen

Die Zusammensetzung der Proteinfraktio-
nen von konsumreifem Kése (120 Tage)
ist in Tab. 2 zusammengestelit. Die mei-
sten Varianten zeigten im Vergleich zur



Kontrolle (NaCl 24 Std.) einen tieferen Ge-
hatt an Total-N (TN) auf. Bezogen auf die
Trockenmasse wies der TN-Gehalt bei
den verschiedenen Varianten keine stati-
stisch signifikanten Unterschiede auf.
Beim wasserldslichen N (WLN, ausge-
driickt in % TN}, beim Nicht-Protein-N
(NPN, ausgedrickt in % WLN} und beim
phosphorwolframléslichen N konnten in
einzelnen Fallen Unterschiede becbach-
tet werden.

Zu ahnlichen Resultaten kamen Thakur et
al. (18), die in ungesalzenem Kéase einen
tieferen Total-N und einen héheren Gehalt
an wasserloslichem N feststelliten. Sie
fuhrten dies auf eine stirkere bakteriolo-
gische Aktivitdt, bedingt durch den héhe-
ren Wassergehalt und die Abwesenheit
der bakteriostatischen Wirkung des
Kochsalzes, zuriick. Fitzgerald und Buck-
ley (6) haben bei ihren Versuchen an
Cheddar, in denen sie das Natriumion
ganz oder teilwsise durch Calcium-, Ka-
lium- oder Magnesiumionen ersetzten, ei-
nen deutlichen Einfluss auf die Proteolyse
festgestelli. Dabei schwankte der Anteil
an wasseridslichem Stickstoff zwischen
240 (nur beim Kochsalz) und 404 g/kg (nur
beim Magnesiumchlorid).

Im Verlaufe der Reifung nahmen bei allen
Varianten WLN und NPN deutlich zu
(Tab. 3). Verglichen mit der Kontrolle bil-
dete sich mehr WLN bei den Varianten
chne NaCi, Na-K 1:1 und Na-K-Ca 2:1:1,
jedoch bei Na-Ca 1:1 deutlich weniger.
Bei letzterer Variante war dagegen der
NPN deutlich erhoht,

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In Abbildung 1 sind als Beispiel die elek-
trophoretischen Auftrennungen der Case-
ine von Kése, der ohne Kochsalz fabriziert
wurde, im Verlaufe der Reifung darge-
stelit. Es ist ersichtlich, dass, vergiichen
mit der Probe vom 1.Tag, deutliche Ver-
anderungen im Caseinspektrum der «-
und B-Caseinfraktionen entstanden sind.
Zwischen den verschiedenen Varianten
liessen sich jedoch von Auge keine Unter-
schiede feststellen. Die densitometrische
Auswertung der Elekirophoregramme
vorn 30., 60., 90. und 120. Tage, die in
Tab. 4 wiedergegeben wurden, zeigten
einige Unterschiede auf. Im Verlaufe der
Reifung nahmen die «- und p-Caseinfrak-
tionen kontinuierlich ab, wobei durch die
Wirkung von Plasmin und anderer proteo-
lytischer Enzyme das p-Casein in y-Ca-
sein und Proteose-Pepton-Fraktionen
umgewandelt wird. Diese Umwandiung
spiegelte sich in einem Anstieg des WLN
wider (Tab. 2}. Lag das Verhiltnis von « zu
§ bei der einen Tag alten Probe noch bei
1,2, fiel es im Verlaufe der Reifung bei der
Variante: NaCl 24 Std. auf 0,9, bei der
Mehrzahl der anderen Varianten auf unter
0,8 und erreichte bei der Variante: NaCl

Std. und NaCI-KCI-MgCl; 0,6 und bei
NaCl-CaCl, beinahe 0,5 (Tab. 4).

In Cheddar wurde die Proteolyse von ogq-
und (-Casein durch die Kochsalzkonzen-
tration beeinflusst (19). So verblieben, ge-
messen durch Densitometrie von Elektro-
phoresegelen, in einem einen Monat alten
Kése bei einem auf den Wassergehalt be-
zogenen Salzgehalt (salt-in-moisture, S/
M) von 40 g/kg ungefdhr 5% agq- und
50% des f-Caseins unhydrolysiert. Bei
steigender Kochsalzkonzentration (6%
S/M) waren es 30 und 80%, wahrend es

bei 8% S/M fiir das «gy-Casein gar 60%
und fUr das -Casein 95 % waren.

Freie Aminosauren und biogene Amine

Bei der Proteolyse entstehen freie Amino-
sduren, aus denen sich dann im Verlaufe
der Reifung biogene Amine bilden kdn-
nen. Da die Bestimmungen dieser Sub-
stanzen zeitaufwendig sind, wurden bei
den Varianten 1-7 nur je zwei Proben
untersucht. Die Resultate sind in Tabelle 5
zusammengestellt. Es zeigten sich in ein-
zelnen Varianten beim Asparagin, bei der
Glutaminsdure, beim Glutamin, Valin und

Tabelle 2 Gehalt an Proteinfraktionen von reifem Kiise (120 Tage alt) nach unterschied-
licher Kochsalzbehandiung {Mittelwerte und Standardabweichungen)

Probe Anzahi TN TN WLN NPN Pwolfrl.N
Proben  molkg mol/kg TS mal/kg mol/kg mol/kg

X sD X sb b SD x SD X 8D
NaCl 24 Std. 6 308 007 478 01 085 008 051 003 026 005
NaCl 12 Std. 6 308 005 477 008 084 005 05 001 026 0,000
ohne NaCl 6 303 005 493 008 088 013 055 005 024 0,015
Na-K 3:1 6 301 007 479 0N 088 007 050 003 025 0018
Na-K 1:1 6 297 008 477 013 003 o1 05 005 025 0012
Na-Ca 1:1 6 300 005 487 008 073 005 052 002° 023 0,012
Na-Mg 1:1 6 304 008 485 013 082 008 05 0022 024 0012
Na-K-Mg 2:1:1 3 291 006 478 00 101 010 053 003 023 0,017
MSK 3 304 004 494 007 098 O15 05 008 026 0012

*statistisch signifikant verschieden (U-Test) von der Kontrolle (NaGi 24 Std.)

TN = Total-Stickstoff

. WLN = wasserlgslicher Stickstoff

Pwoifrl. N = phosphorwolframléslicher Stickstoff

NPN = Nicht-Protein-Stickstoff

Tabelie 3 Veriinderungen des WEN und NPN im Veriaufe der Kasereifung nach unterschied-

ficher Kochsalzbehandtung

Variante WLN (in % TN} NPN {in % WLN)

1d 30d 60d 80d 120d 1d 30d 60d 904 120d
Probe Tag 1 3.6 36,4
NaCl 24 Std. 136 191 232 277 471 51,2 551 596
NaCl 12 Std. 13,0 186 228 273 475 548 558 603
ohne NaCl 73 179 233 32,7 574 576 587 559
Na-K 3:1 13,7 205 271 29,2 453 495 485 570
Na-K 1:1 15,0 177 2886 31,3 40,9 577 471 553
Na-Ca 1:1 10,0 155 191 24,3 644 664 693 75
Na-Mg 1:1 1,5 169 215 26,9 53,7 59,2 599 628
Na-K-Mg 2:1:1 13,0 21,0 248 34.8° 46,2 50,0 528 528
MSK 1m,7 20,2 323 32,3 543 50,8 42,7 572

* statistisch signifikant verschieden (U-Test) von der Kontrolle (NaCl 24 Std.)

Anzahl Proben: fiir Tag 30, 60 und 90 je 2, fUr Tag 120 je & (Ausnahmen: Na-K-Mg und MSK je 3)

d = Reifungstage

Tabeile 4 Densitometrische Auswertung der PAG-Elektrophoregramme von Kisen mit
unterschiedlicher Kochsalzbehandlung im Verlaufe der Reifung (rel. %; N = 2;
Mischproben von drei Produktionstagen)

Variante a-Wert B-Wert o/B bei
30d 60d 90d 120d 30d 60d 90d 120d 1204
NaCl 24 Std. 310 238 205 183 314 308 238 198 0,92
NaCl 12 Std. 34 219 192 168 323 3.0 236 229 0,73
ohne NaCl 29,3 20,0 13.6 123 N2 277 225 203 0.61
NaCI-KCl 3:1 329 222 176 151 342 270 235 208 0,73
NaCI-KCl 1:1 31,7 201 172 156 32,2 325 248 200 0,78
NaCl-CaCly 1:1 309 267 155 126 326 274 251 249 0,51
NaCl-MgCl, 1:1 301 218 172 137 30,3 321 255 217 0,63
NaCl-KCI-MgCl, 2:1:1 335 207 172 172 318 263 203 240 0,72
MSK-Salz 31,9 22,3 188 137 318 316 262 184 0,74
Vergleichsprobe® 44,3 36,6 1,21

*Kéase 1 Tag aft



Tabelie 5 Gehalt an freien Aminoséduren von vier Monate altem Halbhartkfise nach unter-
schiedlicher Kochsalzbehandlung (N = 2, mmol/kg)

Aminosdure NaCl NaCl NaCl Na-K Na-K Na-Ca  Na-Mg
24 Std. 12 Std. ohne 31 i 1:1 1t
Asparaginséure 25 36 2 35 36 2.6 3,0
Threonin 4,0 57 4,2 55 53 4,7 4.5
Serin 04 0,5 0.5 0,6 0,6 0,3 0,4
Asparagin 7.8 7.6 5,6 720 6,9 6,4 6,2
Glutaminsdure 28,7 28,2 26,9 28,2 29,4 211 24,0
Glutamin 41 3.8 3.2 3,8 38 4,0 34
Prolin 20,3 18,2 11,6 17,9 19,1 12,8 131
Glycin 6,4 6.0 53 6,1 6,2 49 52
Alanin 6,2 59 7.6 59 5.8 5.1 55
Valin 15.1 To14,7 13,8 14,8 15,0 13,5 13,1
Methionin 4,0 3.9 3,7 38 40 3,6 3,8
Isoleucin 8,2 78 6,8 81 83 7.0 FA
Leucin 23,3 22,6 23,0 22,5 225 22,7 22,2
Tyrosin 3,2 3.2 3.0 3.2 35 33 3,2
Phenylalanin 9,0 9.1 89 89 9,5 as 8,9
Lysin 231 21,8 19,6 21,8 219 19,7 20,4
Histidin 4,2 4,0 2,7 4.3 4,5 34 36
Arginin 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 02 0,2

s statistisch signifikant verschieden (t-Test; p = 0,95) von der Kontrolle (NaCl 24 Std.)

Tabelle 6 Gehalt an biogenen Aminen von vier Monato eltem Halbhartkiise nach unter-
schiedlicher Kochsalzbehandlung (Mittelwerte und Standardabweichungen)

Probe Anzahl  Histamin Tyramin Cadaverin Putrescin
Proben  mmolkg mmol/kg mmolikg mmolkg
X SsD X sD X sD X )
NaCl 24 Std. 2 10 035 113 079 0 - on -
NaCl 12 Std. 2 115 0,20 116 093 0 - 0,08 0,03
ohng NaCl 2 0,77 0,21 197 127 034 004 010 0,06
Na-K 3:1 2 115 0,28 130 0,83 0 - 0,09 0,05
Na-K 1:1 2 128 055 117 0,91 0 - 0,09 005
Na-Ca 1:1 2 102 030 155 0,96 036 023 018 0,00
Na-Mg 1:1 2 097 040 1,61 0,98 034 0,04 015 0,04
Na-K-Mg 2:1:1 1 15 - 1,73 - 17 - 021 -
MSK 1 073 - 148 ~ 2,719 - 060 -
st 1. 1 0. 30] ‘e ‘eo! “%0. 90, 120] 120. Tag
AMOA M OA MR MR

15

Abb. 1 Elektrophoretische Auftrennung der Caseinfraktionen von K#se, ochne Kochsalz
fabriziert, im Verlaufe der Reifung
A=Apnlfabr|kat|on, M = Maifabrikation; St =Standard
Auftragungsort
l y-Casein
Il p-Casein
Il  Abbauprodukte von fi-Casein
IV  «,-Casein
¥ Abbauprodukie von o,-Casein

Histidin signifikante Unterschiede im Ver-
gleich zur Kontrolle.

Unter den biogenen Aminen konnten
Histamin, Tyramin, Putrescin bei allen Ka-
sen festgestellt werden, Cadaverin jedoch
nur ieilweise, Phenethylamin dagegen in
keiner Probe (Tab. 6). .

4. Schlussfolgerung

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen
den Einfluss von Kochsalz und von Koch-
salzsubstituten auf die Proteolyse von
Halbhartkdse. Dabei verédnderten sich im
Verlaufe der Reifung der Gehalt an WLN
und NPN. Im reifen K&se unterscheiden
sich die verschiedenen Kédse sowohl im
Caseinspektrum als auch im Gehalt an
den freien Aminosduren und biogenen
Aminen. Im allgemeinen erhdhte sich die
Proteolyse wéhrend der Késereifung bei
einer Kochsalzreduktion oder -substitu-
tion. Dies ist unter anderem auf eine ho-
here Wasseraktivitét und den damit ver-
bundenen geringeren hemmenden Ein-
fiuss auf Enzyme und Mikroorganismen
zuriickzufiihren. Keinen klaren Zusam-
menhang konnte zwischen dem Proteoly-
segrad und den verschiedenen eingesetz-
ten Salzen beobachtet werden. Ob wiah-
rend der Reifung bittere Peptide gebildet
werden, die fir den in der sensorischen
Analyse festgesteliten bitteren Ge-
schmack bei den mit Kochsalzsubstituten
hergesteilten Kasen (16) verantwortlich
sind, miisste in weiteren Untersuchungen
noch genauer abgeklart werden.
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Résumé

SIEBER, R., BOSSET, J. O. et BICAN, P.:
Influence d’une réduction du temps de
saumurage et d’une substitution
partielle de ce composé par d’autres
chlorures sur la protéolyse d’un
fromage a pate mi-dure

Schweiz. Milchw. Forschung 20 (1), 9-12
(1991)

Le présent fravail étudie {'influence du

temps de saumurage (24, 12 et 0 h) ainsi
que linfluence d’une substitution partielle
du chlorure de sodium par des chiorures
de potassium, de calcium ou de magné-
sium sur la protéolyse d'un fromage &
pate mi-dure de type appenzell. Divers
critéres analytiques tefs que la teneur en
diverses fractions azotées, en acides
aminés libres et en amines biogénes ont
été utilisés pour suivre cette protéolyse.
Les résultats obtenus montrent que les
différentes variantes de fabrication envi-
sagées ne se différencient statistique-
ment que selon certains critéres analyti-
ques. De fagon générale, on remarque
qu’'une diminution de la teneur en chlorure
de sodium accroit la protéolyse, ce com-
posé inhibant I'activité microbienne du
fromage.

Summary

SIEBER, R., BOSSET, J.O.

and BICAN, P.;

Influence of reduction and partial
substitution of sodium chloride by
other chlorides on proteolysis in semi-
hard cheese

Schweiz. Milchw. Forschung 20 (1), 9-12
(1991)

Semi-hard cheese loaves of the Appenzell
type were submitted to brining of different
durations (24, 12 and 0 h). In ancther
group of loaves of the same cheese type
the sodium chloride was partly replaced
by other salts such as potassium, calcium
and magnesium chlorides. The infiluence
of these measures on different proteolytic
parameters was studied: contents of nit-
rogen fractions, free amino acids and
biogenic amines. The cheeses of the di-
verse productions showed several dif-
ferences. As a basic result, the sodium
chloride reduction intensified protein
breakdown.



