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O Freie fluchtige Carbonsauren (FFCS)

- Bildent sich wahrend der Kasereifung.

- Komponenten des erwinschten und unerwinschten Geschmacks und Aromas.

- Erlauben eine Bewertung der Herstellungsfehler von Kase und ihrer Ursachen.

- Kann zur Charakterisierung und Unterscheidung von Kasesorten verwendet werden.
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U Stoffwechselprodukte von kaseschadigenden Keimen

Mikroorganismen Produkte

Obligat heterofermentative Laktobazillen Acetat

Fakultativ heterofermentative Formiat, Acetat

Laktobazillen

Propionsaurebakterien Propionat , Acetat

Coliforme Bakterien Formiat, Acetat

Clostridium butyricum Acetat , Butyrat

Clostridium tyrobutyricum Acetat , Butyrat

Clostridium sporogenes Acetat , Propionat , Butyrat , Iso-Valerat, Iso-Butyrat , Iso-Caproat
Clostridium spp. Acetat , Butyrat

Hefen Acetat

Unerwunschte Einflusse auf die Kasequalitat

- Gasbildung - Braune Flecken
- Vorzeitige/spate Blahung - Putrifikus (Weilfaule)
- Fehl-Geschmack - Atypische Buttersauregarung
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Unerwunschte Perforation / Lochbildung (wenig Gas und Buttersaure)
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@ Bedarf an einer neuen hausinternen Methode

Verschiedene bestehende Ansatze zur Quantifizierung von FFCS:

- Extraktion: mit polaren oder apolaren Losungsmitteln, Dampf,
dynamischer Headspace, Festphasen(mikro)extraktion

- Schritte: Vorreinigung mit verschiedenen Adsorptionsmitteln,

Umwandlung in Natriumsalze, Trocknung, Veresterung
- Analyse: GCFID, Warmeleitfahigkeits- oder MS-Detektoren.

FOOD
CHEMISTRY

Notwendigkeit einer

hausinternen Methode:

- Einfacher, schneller Validated method for the determination of
free volatile carboxylic acids in cheese and

Food Chemistry

Volume 398, 1 January 2023, 133932

@ ) SImUIt_an i bacterial cultures by GC-FID after
2 - Quantitativ esterification in aqueous extract and
5 - GC-FID headspace injection

René Badertscher © {=, Carola Blaser, Priska Noth
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@ Headspace /| GC-FID-Verfahren
Methode:

- Schwach basische wassrige Extraktion
- Veresterung mit Ethanol direkt aus der wassrigen Phase
in einem Headspace-Flaschchen.

- Die gebildeten Ethylester werden mittels GC-FID analysiert.

. FOOD
Food Chemistry CHEMBTRY
Volume 398, 1 January 2023, 133932

ELSEVIER
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Validated method for the determination of Rc.:ﬁ:zﬁ

free volatile carboxylic acids in cheese and g ZoikHeadSpace
bacterial cultures by GC-FID after

esterification in aqueous extract and 4’
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Agroscope’s experimental cheese factory (A), Agilent 8890 gas chroma-
tograph coupled with a flame ionization detector and a PAL3 autosam-

pler in headspace mode (B).
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© Vorbereitung der Probe

* Vorbereitung der Probe:

* 4,0 g geriebener Kase + 20 ml entionisiertes Wasser /
2,0 g Kultur + 22 ml entionisiertes Wasser

1,0 ml interne Standardlosung (2,2-Dimethylpropansa
/| 3,3-Dimethylbutansaure) hinzufugen

Homogenisieren (Polytron PT1300 D Dispergiergerat)
1 ml Zinksulfatlosung hinzufugen
Filtrierung und Klarung der Suspension

durch einen Whatman-Filter E-
- Probenextraktion im Headspace-Fldschchen: | g Headspace
: * 1 ml Filtrat + 200 pl HCI 10 % + 200 pl N2
g Ethanol. EESTREA | e
? ° FIaSChChen 3 Stunden Iang be| 95 OC bebrute Agroscope’s experimental cheese factory (A), Agilent 8890 gas chroma-

tograph coupled with a flame ionization detector and a PAL3 autosam-

pler in headspace mode (B).
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© Getestete Proben

» Schweizer Hart- und Halbhartkaseproben aus der Versuchskaserei
von Agroscope oder aus dem lokalen Lebensmittelhandel:

Appenzeller (n = 3)
Emmentaler (n = 38)
Gruyeére (n = 19)
Sbrinz (n = 4)
Raclette (n = 8)
Alpkase (n =9)

41 Propionsaurekulturen

Aufgestockte / nicht aufgestockte und Kontrolllosungen | o
(1 O Ug/ml Und 40 I.Jg/ml Jeder CarbOnsaU re) Agroscope’s experime;'lta-l cheesefacto\ry (A), Agilent 8890 gas chroma-

tograph coupled with a flame ionization detector and a PAL3 autosam-
pler in headspace mode (B).
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© Wiederfindungsrate

Standard-Losung Emmentaler Kase Bakterienkulturen
' .
A) In Int B) Int Int C) Int Int
200 std std 200 &2 o st 200 std std
1 7 2 1 2 1 2
G4 i-¢5 "
— -0 — —_
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8 n{C6 @ 8 ]
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g ' c1 c2 | o 8
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Table 1
Recovery rate of free volatile carboxylic acids in different types of cheese.
Cheese Sbrinz (n = 10) Appenzeller (n = 10) Gruyeére (n = 10) Mean (n = 3)
FVCA Added level (mmol kg 1) Sample Recovery Sample Recovery Sample Recovery Recovery + SD (%)
(mmel kg™ 1) (98] (mmol kg 1) (9%) (mmol kg ') (96)
Cl1 13.29 0.70 109 1.91 106 1.52 110 r11.'!1.'! + 21
c2 .44 9.90 96 9.39 83 16.35 92 Q0+ 7
C3 7.12 0.70 109 0.50 107 0.45 110 109 + 2
i-C4 5.23 0.00 103 0.56 105 0.le 110 108 + 3
[ )] n-C4 5.45 1.05 108 0.19 106 1.57 108 107 + 1
8' i-C3 4.53 <001 107 2.04 104 013 1035 106 + 2
§ -G 3.79 0.00 103 0.00 100 0.00 99 101 + 2
? n-Ch 4.00 0.26 105 0,00 93 0.03 G CEEE Y

Mean and standard deviation of 3 types of cheese.
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© Prazision

Standard-Losung Emmentaler Kase Bakterienkulturen
: —
A Ing Int B Int C) Int Int
) 0 std std . c2 - uy 200 s sid
1 7 2 1 2 1 2
G4 -5 "
— -0 = c3 3 c3
3 150 Cc3 n-C4 E‘ 150 3 150 o
2 n{c6 2 2 -
: 5 8
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Table 3
Precision data of the FVCAs at different levels in cheese and bacterial cultures.
Cheese max. n RSD, Repeatability r HORRAT, Bacterial max. n RSD, Repeatability r HORRAT,
Level Samples (%) (mmol kg™ 1) cultures Level Samples (%) (mmol kg™ 1)
(mmol (mmol
kg_ I] kg_ |]
o1 9 78 ﬁ 5 0.4 0. 33 Cl 4 41 /3.7 0.4 0.77 "\
c2 68 78 1.4 2.7 0.48 €2 83 41 1.1 2.6 0.57
c3 100 78 0.9 2.5 0.31 3 164 41 0.7 3.4 0.28
2 Lca 1 74 03 0.01 0.05 i-C4 0.1 4_1 3.7 0.0_1 0.48
S n.Ca 10 78 0.4 01 011 n-C4 0.17 4] 3.1 0.01 0.44
o _ _
3 i C5 1 78 0.9 0.02 0.16 %-(:5 0.07 41 42 0.01 052 )
2 i-C6 0.4 42 0.8 0.01 0.14 1-C6 0

n-Cé 1 78 Q.G 0.02 0.1 y n-C6 0
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© Nachweisgrenze / Quantifizierung

Standard-Losung Emmentaler Kase Bakterienkulturen
i .
A Int Int B) Int C) Int Int
) 0 std std 200 c2 - o 200 s std
1 . 2 1 2 1 2
4l 45 e
T 150 c3 -Ca T < 150 e T 150 C3
B n-Cé & 8 G2
c c =4
2 8 4
g 100 o1 c2 | 7 100 g 100
o o o o
50 50 : 50
T ' ic |
o N __‘*"_ _—" = '—_J "—_"—"' R o - ] : 0 n/la o 1l rsell o v (s ¥ i L |
4 6 8 10 12 14 16 18
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Table 4
LOD and LOQ of the FVCAs at different levels in cheese and bacterial cultures.
Cheese (n LOD Lower LOQ Upper LOQ
=10)*
Nachweisgrenzen (LOD) (Camot e ADmol g Gamol (ng “\
kg ") ke Dl [ kD kg kg h kg 1)
. Cl 0.29 13.5 0.98 45.0 136 6270
Bestimmungsgrenzen (LOQ) ., 019 nal|]| oes  wms s
C3 0.10 7.6 0.34 25.2 73 5370
) i-c4 0.04 3.4 0.13 11.3 54 4730
s n-C4 0.05 4.3 0.16 14.3 55 4890
wJ
2 i-C5 0.03 3.0 0.10 10.1 46 4710
& i-c6 0.03 3.2 0.09 10.8 39 4510
< n-C6 \_ 0.03 3.4) Em 11.4 41 477u

* The limits for bacterial cultures must be extended by a factor of 2.
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© Schlussfolgerungen

» Gute Wiederfindungsraten: 90 bis 108 %
gegeniber 96,51 bis 108,83 %" oder 96,51 bis 108,83 %?2 in der Literatur

« Hohe Prazision: RSD < 1,5 %
gegenuber < 10 %2 oder < 5 %?3 in der Literatur

« Hohe Empfindlichkeit: LOD: 3 bis 13 ug/kg ; LOQ: 10 ug/kg bis 6300 mg/kg
vs LOD 7 bis 43 ug/kg und LOQ 18 bis 109 ug/kg* oder LOQ von 5,71 bis 11,20 ug/ml 2

1 Innocente, Moret, Corradini, & Conte, 2000. Einfache Extraktion der FVCAs mit Wasser + GC-FID.

2 Kim, Kwon, Choi, & Ahn, 2019. Extraktion mit Ethylether-Hexan gefolgt von Aminopropyl-Festphasenextraktion (SPE) + GC-FID.
3 Berard, Bianchi, Careri, Chatel, Mangia, & Musci, 2007. Dynamische Headspace-Extraktionstechnik in Verbindung mit GC-MS.
4 Rincon, Pino, Ayala, & Afonso, 2014. Multiple headspace solid-phase microextraction (MHS-SPME) + GC-FID.
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© Schlussfolgerungen

 Gleichzeitige quantitative Bestimmung von (FFCA).
 |[n Kase und Bakterien-Kulturen.
 Einfach in der Anwendung und sehr robust.

* Optimiert und validiert fur acht Zielanalyten.

1 Innocente, Moret, Corradini, & Conte, 2000. Einfache Extraktion der FVCAs mit Wasser + GC-FID.

2 Kim, Kwon, Choi, & Ahn, 2019. Extraktion mit Ethylether-Hexan gefolgt von Aminopropyl-Festphasenextraktion (SPE) + GC-FID.
3 Berard, Bianchi, Careri, Chatel, Mangia, & Musci, 2007. Dynamische Headspace-Extraktionstechnik in Verbindung mit GC-MS.
4 Rincon, Pino, Ayala, & Afonso, 2014. Multiple headspace solid-phase microextraction (MHS-SPME) + GC-FID.
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