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IV Comparaison biochimique et physico-chimique

Les résultats présentés ici, obtenus par des techniques difiérentes confirment I'opinion déja émise (5, 9—12) que la
fermentation secondaire dans le fromage d’Emmental est étroitement liée & la protéolyse. Il a été démontré, par
électrophorése, que la caséine alpha-s subissait une hydrolyse plus importante lors de la fermentation secondaire.
Paralldlement, on a remarqué une augmentation des grands peptides. La chromatographie de partition a mis en
évidence une hydroiyse des peptides d'un poids moiéculaire d’environ 3000, en plus petits peptides et en acides
aminés. On a trouvé une activité de V'iminopeptidase augmentée pour les fromages a fermentation secondaire, ce
qui explique l'augmentation des acides aminés libres, Ces résultals furent confirmés par les analyses physico-chimi-
ques: diminution de l'aclivité en eau et augmentation de la sorption d’eau ainsi que du pouvoir tampon. Les images
de la microscopie électronique ont montré la présence de cristaux, vraisemblablement de calcium-tyrosinate, indiquant

une plus grande protéolyse dans le fromage a fermentation secondaire.

1. Introduction

Plusieurs travaux précedents ont montré 'importance de
la protéolyse pour les fromages qui ont subi une fermen-
tation secondaire (5, 9—12). Nous avons donc utilisé plu-
sieurs méthodes, biochimiques et physico-chimiques, afin
de mieux comprendre cette protéolyse. L'électrophorése
sur gel de polyacrylamide et la chromatographie de par-
tition ont eté utilisées pour séparer les différents produits
de I'hydrolyse des caséines. Une nouvelle méthode enzy-
matique a été developpée pour mesurer l'activité des
enzymes protéclytiques. Pour confirmer les résultats ob-
tenus, les méthodes physico-chimiques suivantes ont été
appliquées: mesure de l'activité en eau et pouvoir d'ad-
sorption d'eau par la pate du fromage, ainsi que son pou-
voir tampon et son acidité. Enfin, la texture des pates des
fromages ayant subi ou non une fermeniation secondaire
a été comparée par 'analyse au microscope électronique
a balayage. Toutes ces mesures ont été effectuées a dou-
ble, sur 20 échantillons par mois durant une année.

2. Méthodes

Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Les échantillons ont été préparés A partir de fromage
rapé, extraits trois fois a I'éther puis lyophilisés (5). Pour
I'électrophorése, 10 mg de la poudre obtenue ont été mis
en solution dans 1,0 ml d'urée, 5 mol/l et incubés durant
13 min & 37 °C. Un volume de 20 .| de cette solution a été
déposé dans chague tube contenant un gel de polyacryla-
mide de 6,0%. L'électrophorédse s'est déroulée a raison
de 3mA par tube dans un tampon Tris-Glycine, pH 8.4,
0.005 mol/l, durant environ 80 minutes. Les gels ont été
colorés par du noir amido et mesurée par un Integraphe-
CH (Bender + Hobein, Zirich).

Chromatographie

La chromategraphie d'un extrait de fromage a été faite
sur une cclonne d'Ultrogel AcA 54 pendant les huit pre-
miers mois de {'expérience. Cependant, une comparaison
statistique des résultats & ce moment-la a montré gu'en
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utilisant ce gel aucune différence entre les deux lots de
fromages n'était visible. Pendant les quatre derniers mois
de I'expérience nous avons ulilisé une colonne de Sepha-
dex G-50. On a effectué une chromatographie sur gel d'un
extrait de fromage (5) sur une colonne de Sephadex G-50
fin (25 ¢m X 50 cm). On a d'abord homogénéisé 25 g
d'extrait de fromage dans 20 m! d'H:0 contenant 0.3 g
EDTA, 3 ml de NaOH a 1,0 mol/l, puis centrifugé a 12 000
% g pendant 30 min 4 20°C. 0,250 ml du surnageant a été
ensuite mis sur la colonne qui a été éluée avec un tam-
pon phosphate, pH 7,1, 0,016 mol/l & 30 m!/h. On a con-
trolé I'éluat de la colonne & 215 nm avec un spectropho-
tométre (Hitachi 181). Le profil d’un fromage d'Emmental
a donné en général 10 pics distincts. La surface totale
sous le profil a été fixée 4 100% et le pourcentage occupé
par chaque pic a été calculé. Les résultats correspondent
a la surface relative de chague pic exprimée en % de la
surface totale.

Determination de I'activité de I'iminopeptidase

L’'activité de I'iminopeptidase a été dosée dans un extrait
par ie citrate de fromage (1 g de fromage/20 mi 2% de ci-
trate}). La méthode est basée sur le taux d’hydrolyse d'un
substrat non fluorescent qui, lors d'une hydrolyse, devient
fluorescent. On utilise la L-Proline-g-naphtylamide pour
doser l'activité de [I'iminopeptidase. On ajoute 0,1 ml
d'extrait de fromage a4 50 ml de solution de substrat
(10 mg de substrat/100 ml de tampon phosphate de potas-
sium, pH 7.0, 0,05 mol/l} et on incube & 35°C pendant 2
heures. Puis on ajoute 1 ml de cette solution & 2 ml de
tampon borate de sodium, pH 10,0, 0,2 mol/| afin d'arréter
la réaction. Puis on lit la fluorescence relative sur un
fluorimétre {(Aminco-Bowman, Kontron AG, Zirich). Les
*blancs normaux ont été faits pour tous les échantillons.
Les résultats s'expriment en unités de fluorescence rela-
tive. On standardise le fluorimétre chaque jour, & l'aide
d’'une solution de sulfate de quinine a 1 ug/l.

Activité en eau

Les valeurs d'activité en eau a. des fromages ont été
mesurées & 25°C au moyen d'un équipement NOVA-SINA
modifié (7). L'étalonnage a été effectud mensuellement en
recourant 4 des solutions d'acide sulfurique et a des
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solutions salines saturées (3, 4). Dans le domaine des
valeurs d'a., comprises entre 0,90 et 0,98, la courbe d'éta-
lonnage a été calculée par régression quadratique: y =
a+f-a, + ;- a.l Les valeurs numériques des coefficients
u, § et de ce trindme du second degré ont servi & cal-
culer les valeurs d'a. des fromages & partir du signal vy,
donné par le détecteur. Lors de tests de répétabilité sur
des fromages d'a, proche de 0,95, le coefficient de varia-
tion obtenu est voisin de 0,5%.

Adsorption de 'eau

La méthode de détermination de la teneur en eau a I'équi-
libre pour a, =0933 a 25°C (valeur d'a, d'une solution
de KNOs saturée) a déja été décrite (7). Les conditions de
mesures sont restées les mémes que celles indiquées
précédemment (7) a I'exception des quantités de tromage
utilisées (soit 200—300 mg) et de la taille des flacons a
peser (soit 4 cm de diamétre sur 4 cm de hauteur) dans
lesquels les échantillons sont mis en équilibre avec "humi-
dite donnée par les solutions salines. Le coefficient de
variation calculé pour les échantillons de fromage corres-
pond approximativement a 3% de la quantité d'eau ad-
sorbée.

Titrage de I'acidité

Pour les titrages de lacidité, 5 g de fromage ont été
homogénéisés dans 50 ml d'une solution aqueuse de KCI
a 0,1 mol/l, puis titrés — aprés éliminalion de la maltiére
grasse surnageante — jusqu’au pH de 9 avec une solution
aqueuse de KOH & 0,1 mol/! & raison de 1 ml/min, Le pH
de départ était celui de I'émulsion de fromage 4 titrer. Les
courbes de tilrage ont été enregistrées au moyen d'un
equipement de titrage automatique (Potentiographe E 536
et Dosimat E 535 de Metrohm AG, Herisau). La mesure du
pH a été effectuée au moyen d'une électrode de verre
(Metrohm EA 109) et d'une électrode au calomel (Metrohm
EA 410). Cette derniére a été mise en contact avec I'échan-
tilon au moyen d'un pont KCI garni d'un fritte et d'un
réservoir & KCI (Metrohm EA 931). La pente de la tangente
aux courbes de titrage a été déterminée graphiquement
au point de départ de ces derniéres {pente «a l'origine»).
A partir de cette pente a été calculé le «pouvoir tampon»
de I'échantillon de fromage, défini comme la variation du
pH du milieu par mmole de KOH ajoutée et par g d'extrait
sec dégraisse,

Microscopie électronique

La méthode de préparation utilisée pour la microscopie
électronique & balayage a déja été décrite en détail (6).
En ce qui concerne la microanalyse X par spectrometrie
dispersive en energie, effectuée dans le microscope élec-
tronique a balayage, les échantillons de fromage — une
fois fixés par le mélange d'aldéhydes et deshydratés —
n‘ont pas été fixés au OsQs. Contrairement encore a la
technique usuelle, les échantillons ont été ombrés au
cuivre et non a l'or (les raies d'émission de 'osmium et de
I'or masqueraient sinon un domaine spectral intéressant).

3. Résultats et discussion

Analyses par électrophoréses sur gel de polyacrylamide
(Disc Electrophoresis)

L'application de la méthode de I'électrophorése sur gel
de polyacrylamide (PAG-Electrophorése} a ranalyse des
fromages a pate dure ayant subi ou non une fermenta-
tion secondaire n'a été publiée qu'une seule fois par
STEFFEN et PUMAN (9). Cette méthode, qui sépare les

4

L\

Fig. 1: Densitogramme obtenu par électrophorése sur gel de

polyacry'amide dun fromage d'Emmental qui, (a), n'a
pas subi une fermentation secondaire et qui, {b), a subi
une telle fermentation

divers composants protéiques a la fois en fonction de
leur poids moléculaire et de leur charge électrique glo-
bale devrait permettre d'identifier la diminution de cer-
tains de ces composants qui auraient subi une hydrolyse.
En effet, la rupture enzymatique d'une partie des ponts
peptidiques d'une protéine produit une série de peptides
gue ta PAG-Electrophorése ne permet pas d'identifier a
cause de leur faible poids moléculaire. Une comparaison
des profils des électrophérogrammes obtenus avec des
fromages avec ou sans fermentation secondaire devrait
donc montrer des différences si lI'on admet que la fer-
mentation secondaire est, en partie, provoguée par une
plus grande hydrolyse des protéines du fromage.

La figure 1 montre le profil d’'un électrophérogramme
obtenu avec un fromage ayant subi une fermentation
secondaire, comparé a celui obtenu avec un fromage de
qualité normale. L'électrophorése s'est déroulée de gauche
a droite. L'intégration de tout I'électrophérogramme a été
ramenée a une valeur arbitraire de 100, chaque pic étant
ainsi exprimé en pourcents relatifs. Pour simplifier la re-
connaissance des différents pics, ceux-ci ont été numé-
rotés de 1 a 9.

En considérant la figure 1, on ne remarque pas de diffé-
rence frappante entre les deux profils. L'analyse statis-
fique pourtant, basée sur 240 échantillons, a mis en évi-
dence une diminution faible mais significative, du pic no
2, ainsi qu'une augmentation des pics no 7 et 8 (cf.
tableau 1).
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Tableau 1: Valeurs, en % relatifs, de |a surface des pics obtenues par intégration des électrophérogrammes des fromages avec et
sans fermentation secondaire (FS).
Probabilité d’erreur
dans la comparaison?
Valeur moyenne Ecart-type des fromages des essais
Pic no' avec FS sans FS avec FS sans FS avec et sans FS mensuels
1 393 1,63 — G
2 2572 26,64 217 2,61 * O
3 17,65 232 — O
4 14,58 3,01 — O
5 3,20 1.9 — O
6 461 1,09 — O
7 17,00 16,00 1.74 172 o —_
8 9.34 8,71 1,04 1,17 ** O
g 4,40 169 — O
'1a numérotation des pics correspond a celle des figures no 1 et 2
2R 1% > P> 01%.5% > P> 1% C:P < §%,; --: non significatif {P > 5%)

Fig. 2: Densitogramme obtenu par éiectrophorése d'un lait meé-
langé a un excés de présure, en présence d'une culture
fromagére, MK 101 et incubé 72 heures 4 37 °C (a), com-
paré au densitogramme d'une fromage normal (b).
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Le pic no 3 est une épaule du pic no 2, tous deux faisant
partie, avec le pic no 1 de I'ensemble formé par la caséin
alpha-s. On obtient facilement une diminution du pic no 2
«in vitro» si I'on ajoute une culture bactérienne (MK no
101) & du lait caillé par de la présure (cf. fig. 2). |l s'agit
donc du résultat de l'action de protéases bactériennes
provenant du lactobacille lactis probablement.

L'identification des pics no 7 et 8 est beaucoup plus
complexe car on ne les trouve ni dans un électrophéro-
gramme de l'ensemble des caséines, ni dans celui des
protéines du lactosérum. Le pic no 7 correspond plus ou
moins bien & celui de la caséine kappa, mais comme on
ne peut plus identifier cette protéine dans un fromage
puisqu'elle est le principal composant du lait & étre hydro-
lysé par la présure, cette concordance n'est que fortuite.

Lors d'une autre série d'analyses, ol nous avons suivi la
maturation d'un fromage, nous avons constaté que les
pics no 7 et B commengaient 4 apparaitre aprés 1 a 2
mois seulement, et que leur importance croissait avec le
temps. |l s'agit donc de produits de transformation de cer-
taines protéines du fromage en cours de maturation. Ces
produits ne sont pas solubles dans l'acide trichloro ace-
tique (TCA) a 3% et il faut donc les considérer comme
de trés gros peptides résultant de l'action protéasique
bactérienne, ou éventuellement comme des aggrégats
macromoléculaires de divers produits d’hydrolyse. Mais
cette derniére hypothése est peu probable, car de tels
complexes devraient étre solubles dans I'urée & 5 mol/l.

Les phénoménes observables par ces analyses électro-
phorétiques et qui seraient impliqués dans la fermentation
secondaire, seraient dds & des hydrolyses enzymatiques
normales & tous les fromages, mais dont I'intensité serait
plus grande lors de la fermentation secondaire.

Ces hydrolyses «intempestives» peuvent &tre provoquées
par plusieurs facteurs, par exemple:



— Certaines souches de bactéries sont plus riches en
protéases et en peptidases que d'autres.

— Une creissance plus rapide ou plus importante des
bactéries, provoquant un métabolisme plus intense
impliquant une augmentation de la biosynthése des
enzymes protéolytiques.

— Manque d'une inhibition de la croissance bactérienne
en cours de maturation du fromage due, par exemple,
a la concentration en sels.

En résumé, on constate qu'il y a une hydrolyse de la
caséine alpha-s par des protéases faisant apparaitre une
augmentation relative -des pics no 7 et 8. Les protéases
incriminées attaquent vraisemblablement aussi d'autres
caséines. Les produits de dégradation ainsi obtenus sont
des macropeptides dont deux au moins sont de poids
moléculaires assez grand pour qu’'on puisse les identifier
a ces deux pics.

Chromatographie

La figure 3 montre un profil typique d'extrait de fromage
d'Emmental. Le pic | contenait des substances sortant
dans le volume vide (Vo), c¢'est-a-dire ayant un poids
moléculaire de plus de 30 000. Les pics (VIII, I1X et X) con-
tenaient des acides aminés libres et des petits peptides.
Les résultats des expériences de la chromatographie sur
gel confirment {'activité plus élevée de la peptidase.
Seuls deux des pics sont différents de fagon significative
dans les 2 types de fromage. On a trouvé que le pic no
VIl était plus bas dans le fromage a fermentation secon-
daire, tandis que le pic no IX est plus haut (tableau no 2).
Le pic no VIl représente un groupe de peptides ayant un
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Fig.3: Profil d'élution d'un extrait de fromage d'Emmental

obtenu par filtration sur gei Sephadex G-50. Le domaine
de séparation s'étend d’'un poids motéculaire de 1500 &
30000 environ. Les protéines des pics | et I, éluées
dans le volume d'exclusion du gel, ont un poids molé-
culaire supérieur 4 30000. Les petits peptides et les
acides aminés libres sont élués aprés le pic VIII.

poids moléculaire d’environ 3000 et le pic no IX repré-
sente de petits peptides et des acides aminés libres. On
peut donc voir que dans le fromage a fermentation secon-
daire, l'activité plus élevée de la peptidase entraine une
dégradation des peptides relativement grands en acides
aminés et en peptides plus petits.

Tableau 2: Chromatographie sur gel des extrails de fromage d’'Emmental avec et sans fermentation secondaire (FS}
Probabilité d’erreur
dans la comparaison?
Valeur moyenne en % Ecart-type des fromages des essais
Pict sans FS avec FS sans FS avec FS avec el sans FS mensuels
| 7.53 10,78 — @)
H 11,80 4,38 _— O
1 16,27 4,65 — O
w 7,73 3,64 —_ @)
v 13,62 455 — O
Vi 4,14 2,02 — @)
Vil 9,95 4,06 6,06 391 b O
Vil 19,03 4,65 — O
1X 19,20 28,26 6,26 11,43 i O
X 0,98 117 — O
i la numérotation des pics correspond & celle de la figure 3
E b PS 0,1%, 1%_>_ P __>_ 0,1%; O: P S 5%/, —: non significatif (P > 5%,)
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Activité de I'iminopeptidase

Les fromages & fermentation secondaire présentaient un
taux plus élevé d'activité de l'iminopeptidase que les fro-
mages normaux. Dans les fromages normaux le taux
d’activité de l'iminopeptidase était de 9,95 1,72, tandis
qu'il était de 11,351+ 192 dans les fromages ayant une
fermentation secondaire.

L'activité pius élevée de ces enzymes protéolytiques dans
les fromages avec fermentation secondaire est donc en
accord avec la protéolyse plus élevée trouvée dans ces
fromages.

Etant donné qu'on a pu démontrer {1} que les bactéries
propioniques (Propionibacterium shermanii) ont une acti-
vité iminopeptidasique impertante et que les autres bac-
téries jouant un réle dans la production de I'Emmental
ont une activité de !'iminopeptidase trés basse, il semble-
rait donc qu'il y ait une activité plus élevée de ces bac-
téries propioniques dans les fromages d'Emmental & fer-
mentation secondaire. Ceci est en accord avec d'autres
résultats décrits précédemment (par exempie un contenu
d'acétate plus élevé dans le fromage a fermentation secon-
daire) mettant en évidence une activité plus élevée des
bactéries propioniques dans le fromage a fermentation
secondaire (11).

Tableau 3: Activité en eau, pouveir de sorption de l'eau et tilrage acido-basique des fromages d’Emmental avec et sans fermeniation

secondaire (FS).

Probabilité d’erreur
dans la comparaison'

Valeur moyenne Ecart-type des fromages  des essais
Variable sans FS avec FS sans FS avec FS avec et sans FS  mensuels
Activité en eau (a,) 0,972 0,968 0.007 0,008 Fr o)
Sorption de 'eau a?
a, = 0933 % H20 25,5 285 29 3.2 rax )
P ir tampon»3 pH___ 3.26 3.36 0,46 0,40 * O
«Pouvoir tampo g- mmole § . , E
mmole
Consommation de KOH¢ 5 0,59 0.06 — @]
jusqu'a pH = 8.3
. mmole
Consommation de KOH* 0.85 0.1 - O
jusqu'a pH = 9,0
T P 01%, 1,0% <P < 50%:; (O P<5%; —: non significatif (P > 5%)

?Teneur en eau en équilibre 4 25°C et pour a,, = 0,933 (solution aqueuse saturée en KNOs [4])

3Lle «pouvoir tampon» correspond A la pente de la tangente a la courbe de titrage & l'origine de ce dernier, c'est-a-dire a la valeur
initiale de la suspension de fromage (unité: nombre d'unité pH/g d'extrait sec dégraissé. mmole KOH)

‘mmole KOR/g d'extrait sec dégraissé

Etudes physico-chimiques

Le tableau 3 indique les résultats des déterminations de
quelques grandeurs chimico-physiques étudiées dans les
fromages avec et sans fermentation secondaire. On vy
remarque que les fromages avec fermentation secondaire
présentent une activité en eau plus basse et, par consé-
quent, un pouvoir de sorption de I'eau plus élevé. Si I'on
prend en considération les faits que d'une part I'activité
en eau et le pouvoir de sorption de I'eau sont déterminés
essentiellement par la concentration des composants a
faible poids moléculaire (7, 8) et que d'autre part les fro-
mages avec fermentation secondaire présentent une teneur
en azote non protéique (NPN) significativement plus
élevée que ceux a fermentation normale (12), on peut a
nouveau faire correspondre les différences obtenues entre
ces deux catégories de fromages avec leur degré de
protéolyse. Une différence de teneur en NPN de 0,18%
(calculé en extrait sec) {12) rend déja compte d’'une diffé-
rence de 0,004 unités d’activité en eau a. et d'une diffé-
rence de 1,7% dans la sorption de l'eau. Les mesures de
sorption s’avérent donc partiouliérement efficientes. La
différence trouvée entre les moyennes des fromages avec
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et sans fermentation secondaire s'éléve a 12% (relatifs)
alors que le coefficient de variation est de 3% (relatifs)
au maximum.

Les différences dans les quantités de KOH utilisées pour
les titrages des fromages avec et sans fermentation se-
condaire jusqu'au pH de 8,3 — respectivement de 9,0 —
n‘ont pas présenté de différences significatives. Lorsque
on commence le titrage d'une émulsion de fromage a
partir du pH de ce dernier, la déprotonisation la plus im-
portante est celle des groupes aminés. Les fromages a
fermentation secondaire présentent un «pouvoir tampon»
légérement accru a condition toutefois de prendre en
considération I'extrait sec dégraissé pour le caloul, ainsi
que r'age des échantillons pour la comparaison statistique.
Le «pouvoir tampon» moyen du fromage se situe 4 99+
1,4 unité de pH par g de fromage frais et par mmole de
KOH.

Microscopie électronique 3 balayage

Les figures 4 et 5 montrent des images typiques de pate
de fromage dégraissé a divers grossissements. Aux faibles
grossissements, on observe de petits trous de 20 um
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Fig.5: Photographies de microscopie électronique A balayage,
typique du fromage d’Emmental avec fermentation se-
condaire. B: bactéries, C: caverne formée par le départ
de glocbules gras. CR: agrégats de cristaux en aiguilles
(voir texte), MC: matrice de caséine, T: trous d'environ
20 um de diamétre probablement formés par un dégage-
ment gazeux,

Schweiz. Milchw. Forschung 8, 27—36
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Fig. 6: Microanalyse X (spectrometre X dispersif en énergie des

cristaux en forme d'aiguilles observés dans les fromages
d'Emmental (cf. également la figure 5 et le texte. Les
raies du cuivre proviennent du matériel d'ombrage). (a)
Spectre de la matrice de caséine entourant les cristaux
en aiguilles; (b} spectre des aiguilles proprement dites.

environ de diamétre moyen, caractéristiques de la pate
des fromages d'Emmental. Aux plus forts grossissements,
on observe des colonies de microorganismes. Dans les
préparations d'échantilions de fromage présentant une
fermentation secondaire, on remargue un nombre plus
élevé d'agrégats cristallins en forme d'aiguilles de 5 &
20 »m de longueur. On suppose qu'il doit s'agir de dépdts
cristallins gqui pourraient constituer une premiére étape
dans la formation de ce gque l'on appelle communément
les «points blancs» (2). Ces agrégats cristallins, qui appa-
raissent tout particuliérement dans ies vieux fromages a
pate dure, se composent surtout de tyrosinate de calcium
a cause de la trés faible solubilité de ce sel dans i'eau.
La figure 6 montre le résultat d’'une microanalyse X de
ces agglomérats d'aiguilles dans le microscope électro-,
nigue a balayage. Les spectres obtenus suggérent la pré-
sence de fortes concentrations de calcium. Comme on
trouve sensiblement la méme faible concentration de phos-
phore dans les cristaux et dans la matrice du fromage qui
les entoure, on en déduit que ces cristaux ne sont pas
formés de phosphates de calcium. Ces constatations amé-
nent & penser que 'apparition plus fréGuente de ces agré-
gats cristallins d'aiguilles est en rapport avec la protéo-
lyse particulierement avancée des fromages qui présen-
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tent une fermentation secondaire, L'analyse de la teneur
en acides aminés libres de ces derniers indique d'ailleurs
une teneur en tyrosine significativement plus élevée (5).
La répartition de ces cristaux pourrait expliquer les gran-
des variations de la concentration en tyrosine observée
a différents endroits de la pate du fromage (5).

Vergleichende Untersuchungen in Emmentalerkéisen
mit und ohne Nachgiirung

IV, Biochemischer und physikalisch-chemischer Vergleich

Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit angewandten biochemischen und
physikalisch-chemischen Untersuchungsmethoden bestati-
gen die bereits in friheren Verdffentlichungen (5, 9—12)
gedusserte Beobaohtung, dass die Nachgarung im Em-
mentalerkdse in einem engen Zusammenhang mit dem
Eiweissabbau steht. Mit Hilfe der Polyacrylamidgel-Elek-
trophorese konnte gezeigt werden, dass in Kasen mit
Nachgéarung ag-Casein starker hydrolisiert war als in Nor-
malkédsen gieichen Alters. Es wurde ebenfalls beobachtet,
dass grossere Peptide bei Nachgarung in grosserer Kon-
zentration vorlagen. Mit Saulenchromatographie wurde
festgestellt, dass im Falle von Nachgarung die Hydrolyse
von Peptiden mit Molekulargewichten um 3 000 in kleinere
Peptide und Aminosauren ausgepragter war. Die Aktivitat
der Iminopeptidase war im Fale von Nachgérung deutlich
erhdht. Dies erklart die gréssere Konzentration freier Ami-
nosdauren. Die Resullate der physikalisch-chemischen Un-
tersuchungen bestatigen die erwadhnten Befunde. Unter
anderem wiesen Nachgarungskise eine tiefere Wasser-
aktivitédt, ein héheres Wasser-Sorptionsvermégen und eine
héhere Pufferkapazitat auf. Bilder im Raster-Elektronen-
mikroskop zeigten ein vermehrtes Vorhandensein von
subrnikroskopischen Nadslbiischeln, die wahrscheinlich
aus Kalzium-Tyrosinat bestehen. Dies deutet wiederum auf
die intensivere Proteolyse.

Comparative tests in Emmental cheese with and without
late fermentation

V. Biochemical and physico-chemical comparison

Summary

The various techniques used in this study confirm the
ideas put forward in earlier reports (5, 9—12}, that secon-
dary fermentation in Emmental cheese is closely linked to
proteolysis. It was found by means of electrophoresis that
there was an increased breakdown of ag-casein in cheese
with secondary fermentation. It was also noted that there
was an increase in the amount of large peptides in this
cheese. Partition chromatography showed that there was
an increased breakdown of peptides having a molecular
weight of about 3,000 into smaller peptides and free amino
acids. Iminopeptidase activity was found to be higher in
cheeses with secondary fermeniation thus explaining the
increased amount of free amino acids. The increased
breakdown of protein in cheese with secondary fermen-
tation was also confirmed using physicochemical methods.
There was a decrease in the water activity of the cheese
as well as an increase in the water sorption. The buffering
capacity was also found to be higher. Electron microscope
studies indicated the presence of calcium tyrosinate crys-
tals in cheese with secondary fermentation thus indicating
a higher rate of proteolysis.
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