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l. Probenerhebung, statistische Auswertung und Fabrikationsdaten

in vergleichenden Untersuchungen wurden wihrend eines Jahres einerseits 60 Emmentalerkiise mit Nachgérung und
andererseils §0 Kise mit guter Qualitéit anhand von mehr als 80 Parametern charakterisiert.

Die Diskriminanzanalyse zeigte, dass die Beslimmung des p-Benzochinonwertes (als Mass fiir den Eiweissabbau) und
der enzymatische Acetainachweis (als Grosse [liir die Intensitdt der Propionsiuregédrung) die Methoden mit dem gréssten
Aussagewert fiir die Unterscheidung der beiden Kadsegruppen sind.

Die Auswertung der Fabrikationsdaien aus den Herstellerbetrieben ergab, dass der Késer nicht einen zu hohen Anteil
der Kessimilch Fir die Verbesserung des Lochansaizes zentrifugieren solite. Ebenso sind zur Bekd@mpfung der Nach-
girung extrem kurze Vorkds- und Ausriihrzeiten sowie ein frilhes Verbringen der Kése vom Saizbadraum in das Gér-

lokal zu vermeiden.

1. Einleitung

Das Problem der Nachgarung beschaftigt die Forscher in
den Landern mit einer namhaften Produktion von Emmen-
talerkasen bereits seit vielen Jahren. Der erwdhnte Kése-
fehler ist aber auch ein Probiem {ir andere Kasesorten.
Die einschlagige Literatur enthilt deshalb mehrere Publi-
kationen, die sich mit dem Problemkreis Nachgérung aus-
einandersetzen.

Als Nachgérung wird in der Schweiz die Veranderung des
Kases in seiner Form wahrend der Lagerung bei relativ
tiefen Temperaturen {10-—13°C), bedingt durch CO:, de-
finiert (28). Unter der Verénderung ist ein Anwachsen der
Laibhéhe zu verstehen, die zu stark gezogener Lochung
und je nach Teigbeschaffenheit im Extremfall zu Glasbil-
dung flhri.

Fur Fabrikanten und Késehandel ist die Nachgérung ein
gefiirchteter Kasefehler. In den Jahren 1970—1975 vari-
jerte der prozentuale Anteil von Nachgérungspartien im
Zeitpunkt der Taxation im Bereich zwischen 5 und 27,5%.
Dabei zeigte sich ein deutlicher jahreszeitlicher Einfluss
mit einem minimalen Nachgarungsanteil in den Herbst-
monaten und einem Maximum am Ende der Dirrfoiterungs-
periode in der Marz/April-Produktion (28, 38).

In der Eidg. Forschungsanstalt fir Milchwirtschaft sind in
den letzten Jahren einige Forschungsprojekte iber die
Nachgéarung durchgefilhrt worden, Im Arbeitsprogramm
der Jahre 1877/78 wie auch in den kommenden Jahren
steht der Késefehler Nachgarung im Zentrum der Kise-
forschung.

Wahrend vieler Jahre filhrte man die Nachgarung auf einen
erneuten Beginn der Stoffwechselaktivitit durch die Pro-
pionséaurebakterien zuriick, nachdem diese, sei es durch
eine hemmende Wirkung der eigenen Stoffwechselpro-
dukte oder durch ein Absterben am Ende der Heizperiode,
die Gasproduktion scheinbar einstellten, Die Forschungs-
tatigkeit konzentrierte sich deshalb auf die Ermittlung von
Faktoren, die eine Aklivierung von Propionsdurebakterien
bei tieferen Temperaturen ermoglichen.

Anhand von Untersuchungen (ber den Lactatabbau im
reifenden Emmentalerkise konnte festgesieilt werden,

dass die Propionsauregirung bei der tieferen Temperatur
im Lagerkeller zwar verlangsamt aber stetig weiterlauft
{27, 31). Der Milchsaureabbau im Lagerkeller kann aber
stark unterschiedlich sein {28). Kase mit Nachgarung zeig-
ten bei den Temperaturen im Lagerkeller einen intensi-
veren Milchsdureabbau (34). Die Feststelluno der weiter
andauernden Propionsauregérung nach der Heizperiode
wurde in der Folge durch die Bestimmung von Stoiffwech-
selprodukien der Propionsduregarung wie das Total fibch-
tiger Fettsduren, Essigsaure, Propionsdure (37) und CO:
(5, 8, 7) bestitigt. Radiotogische Untersuchungen von Em-
mentalerkdsen im Lagerkeller ergaben, dass sogar bei
tieferen Temperaturen neue Lécher entstehen kénnen und
das bestehende Lochvolumen zunimmt (17). Verschiedene
Beobachtungen aus der Praxis Uber das sogenannte Ab-
stehen der Kase konnte mit der CO:-Loslichkeit, die stark
von der Temperatur abhéngig ist (12, 23, 22} erklart und
in Extremversuchen (7} widerlegt werden.

Die Propionsauregédrung und somit das Wachstumvermd-
gen der Propionsaurebakterien ist ein wichtiger Faktor in
der komplexen Frage der Nachgéarung. Forschungsergeb-
nisse zeigten, dass viele Propionsaurebakterienstdmme in
der Lage sind, bei Temperaturen unter 10°C zu wachsen
{23). Die Nachgarung wird deshalb auch als ein soge-
nanntes Kaltraumphanomen bezeichnet {13).

Die Nachgarung ist jahreszeitlichen Schwankungen unter-
worfen. Statistische Auswertungen ergeben einen hdheren
Anteil von Kasen mit Nachgarung am Ende der Darrfitte-
rungsperiode (28, 38). In einem Grossversuch wurde diese
Feststellung bestétigt (9). Bei einer entsprechenden Ver-
suchswiederholung fihrte die gezielte Auswahl der Miich
einer Lieferantengruppe zu Qualitatsunterschieden, die
grosser waren als die fitterungsbedingten Einflisse {33).
Verschiedene Untersuchungen bringen die Nachgérung in
Zusammenhang mit der Milchqualitit, Mit einer keimrei-
cheren Kessimilch erhdht sich die Nachgarungsgefahrt
{28). Fremdbakterien kdénnen direkt oder indirekt lber
ihre Stoffwechselprodukte Einfluss auf die Propionsaure-
bakterienaktivitdt austiben, Eine férdernde Wirkung wird
der Mikrokokken-Staphylokokkengruppe zugeschrigben
{24, 25). Staphyiokokken beeinflussen Uber ihre Stoftwech-
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selprodukte (Essigsaure und lIsovaleriansaure) die Propion-
sauregarung (26). Umfangreiche Arbeiten in Deutschland
weisen auf einen engen Zusammenhang der Nachgérung
mit dem Wachstum bestimmter Bakteriengruppen hin (14,
15). Das Vorhandensein von Pseudomonaden kann die
Entwicklung von Enterokokken, insbesondere Streptococ-
cus durans, férdern. lhre Stoffwechselprodukte, vor allem
Glutaminsaure, beglnstigen das Wachstum von Lactoba-
cillus bifermentans und somit eine erneute CO:-Produk-
tion.

Einerseits besieht die Auffassung, dass die Nachgirung
weder durch einen hohen CO:-Gehalt noch durch eine
Strukturveranderung des Kiseteiges verursacht wird (12).
Versuche mit dem Einsatz von Rohmischkulturen und
praktische Beobachtungen in der Schweiz lassen hingegen
einen engen Zusammenhang zwischen der Proteclyse im
Kése und der Nachgarung erkennen (28, 35). Diese Fest-
stellung wird in einer Arbeit Gber die Aminosaureproduk-
tion verschiedener Rohmischkulturen im Emmentalerkése
erbartet (18).

Umfangreiche Arbeiten im Zusammenhang mit der CO-:-
Bildung und Diffusion wahrend der Késereifung wurden an
unserer Forschungsanstalt durchgefiihrt (3, 4, 5, 6, 7). Es
zeigte sich, dass die im Kédse gebildete CO:-Menge deut-
lich iber dem aus der Propionséduregdrung errechneten
COz-Volumen liegt. Zudem wurde eine CQ:-Bildung vor
dem Beginn der Propionséuregérung festgestellt.

Aus der Késereipraxis sind verschiedene nachgérungsbe-
einflussende Faktoren einzelner Fabrikationsschritte be-
kannt. Vermehrt Nachgéarung wurde durch die Zentrifuga-
tion der Kessimilch, die der Verbesserung des Lochan-
saizes dient, hervorgerufen (9, 10). Massgeblich scheint
ebenfalls der Temperaturverlauf wihrend des Fabrikations-
prozesses und anschliessend im Kése auf der Presse zu
sein (32). Eine hemmende Wirkung erfolgt durch Kupfer
(8), durch eine intensive Anfangssauerung und eine hé-
here Kochsalzkonzentration (9).

Seil dem vermehrten Einsatz der Rohmischkulturen in der
Emmentalerkasefabrikation ab Herbst 1975 trat der er-
wiahnte Kasefehler in unserem Lande in wesentlich ge-
ringerem Ausmass auf. In den letzten 2Y2 Jahren varilerte
der Anteii der Nachgarungspartien zwischen 1,4 und 9,7%
bei einem Durchschnitt von ca. 5%. Beunruhigend ist vor
allem die Tatsache, dass wohl verschiedene nachgérungs-
beeinflussende Faktoren bekannt, die eigentlichen Ursa-
chen der Nachgarung jedoch noch nicht im Detail abge-
klart sind.

Als Grundlage fur die weitern Arbeiten in der Nachga-
rungsforschung wurden 1977/78 an handelsreifen Emmen-
talerkésen iiber 80 Parameter gemessen, Einerseits wurden
Kase von sehr guter Qualitat und Lagerfihigkeit und an-
dererseits mit ausgeprégter Nachgarung in die vergleichen-
den Untersuchungen einbezogen. Der Versuch hatte zum
Ziel, die Schwankungen in der Zusammensetzung von
Késen mit und ohne Nachgéarung im Laufe eines Jahres
mit verschiedenen Methoden zu ermitteln. Aus gesicherten
Unterschieden zwischen den erw&hnten Kasegruppen sol-
len Hinweise fur die weitere Forschung zur Ermittlung der
méglichen Nachgérungsursachen gefunden werden. Gleich-
zeitig hatte die Arbeit zum Ziel, aussagekraftige Parame-
ter und Methoden fiir die Gbrigen Projekte im Rahmen der
Nachgarungsforschung und K&sereiberatung zu finden,

Die Erhebungen wurden vorerst an Emmentalerkise durch-
gefihrt. Die Ergebnisse dieser umfangreichen Untersu-
chung werden in verschiedene Teilgebiete aufgeteilt und
publiziert (1, 19, 30, 34, 37). Die vorliegende Arbeit be-
schrankt sich auf die Probleme der Probeerhebung una
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Probeaufarbeitung, der Datenerfassung und Auswertung,
sowie auf die Resultate im Zusammenhang mit der Kése-
fabrikation.

2. Experimenteller Teil

Kédseauswahl

Nach Versuchsprogramm sollten Kise im Alter zwischen
120 und 150 Tagen fir die Untersuchungen ausgewahit
werden. Die Probeerhebung erfolgte in den verschiedenen
Kasehandelsfirmen der Schweiz. Wahrend eines Jahres
wurden monatlich je 5 Emmentalerkdse mit und ohne
Nachgérung ausgewihit.

Fur die Auswahl von Kése ohne Nachgirung wurde eine
sehr gute Qualitét sowie eine erfahrungsgeméss gute La-
gerfahigkeit vorausgesetzt. im Gegensatz dazu mussten
die qualitativ ungenugenden Kiase die Merkmale der Nach-
garung ausgeprigt aufweisen (vgl. Abb. 1).

In der Regel werden die Kése mit eindeutiger Nachgéarung
durch den Handel ais Schmelzrohware frilhzeitig verwer-
tet. Deshalb war es oft schwierig, Kise mit den typischen
Fehlermerkmalen im festgesetzten Alter zu finden.
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Abb. 1: Schnittbilder einer Versuchsserie

links: Kése von guter Qualitat
rechts: Kase mit Nachgérung

Probeentnahme und Probeaufarbeilung

Fir die Untersuchungsproben wurde aus den vertikal hal-
bierten Kaselaiben je ein Stick vom Rand bis zum Zen-



trum in einer Breite von 12 cm verwendet. Fur die Labo-
ratorien wurden die Proben gerieben, damit die Kése
nicht visuell klassiert werden konnten. Fiir einige be-
stimmte Analysen mussten jedoch Kasestiicke abgegeben
werden. Die Probeaufarbeitung erfolgte immer geméass
Abbildung 2.
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4 Geriebene Sticke

Schematische Darsteliung der Probeentnahme (die
Untersuchungen wurden aus den Zonen 3 und 4 durch-
geflhrt)
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Pro Kase wurden je 2 Proben mit unterschiedlicher Be-
zeichnung an die Laboratorien abgegeben. Die Numerie-
rung der Proben erfolgte nach dem Zutalligkeitsprinzip.

Datenerfassung

Nach der Probeerhebung wurden fur die entsprechenden
Kase die Fabrikationsdaten im Herstellerbetrieb ermittelt
und direkt auf EDV-Blatter registriert.

Die samtlich gepriften Parameter-Resultate aus den La-
boratorien wurden auf EDV-Belegen gesammelt und zu-
sammen mit den Fabrikationsdaten im Eidg. Statistischen
Amt, Bern, verarbeitet.

Fir die Auswertung des relativ grossen Zahlenmaterials
{Uber 25000 Ergebnisse) mit aufwendigen statistischen
Verfahren war die Beniitzung einer Computeraniage not-
wendig. Dazu dienten die Datenanalysensysteme BMDP
(2) und SPSS (21).

Versuchsauswertung

Alle Daten wurden graphisch dargestellt. Anhand dieser
Graphiken konnten einZelne stark abweichende Resultate
erkannt und Uberprift werden. In den meisten Fallen
handelte es sich hierbei um Schreib- oder Rechenfehler.
Nach der Fehlerkorrektur wurden die Daten der Doppel-
bestimmungen gemittelt.

Die Mittelwerte der beiden Gruppen (mit und ohne Nach-
gérung) wurden fir jede Variable untereinander vergli-
chen. Man priifte, ob die Gruppenmittelwerte voneinan-
der verschieden sind. Dazu legten wir eine Sicherheits-
schwelle von 5% fest, d. h. die Irrtumswahrscheinlichkeit
betragt 5% (p = 0,05). Die Berechnungen wurden eben-
falls fir eine Sicherheitsschwelle von 1 und 0,1% durch-
gefihrt. Diese Einfachvarianzanalyse entspricht im Ver-
gleich der beiden Gruppen dem bekannten T-Test.

Mit der Zweifachvarianzanalyse wurde die Moglichkeit
jahreszeitlicher Schwankungen sowie methodischer Feh-
ler iberpruft. Die irrtumswahrscheinlichkeit betragt
p = 0,05.

Das Alter der Kiase im Zeitpunkt der Probeentnahme war
nicht einheitlich. Die Ergebnisse einzelner Variablen kon-
nen dadurch beeinflusst werden. Deshalb wurde eine
Zweifachvarianzanalyse mit dem Alter als Kovariable durch-
gefihrt. Dabei wurde angenommen, dass im Altersbe-
reich von = 15 Tagen die Abweichungen vom mittleren
Alter den Wert der gemessenen Variablen linear beein-
flusst (11).

3. Ergebnisse

Alter der Kése

Gemass Versuchsanordnung sollten die Késeproben im
Alter von 120—150 Tagen entnommen werden. Aus Ab-
bildung 3 geht hervor, dass die Mittelwerte der beiden
Gruppen gut Ubereinstimmen. Die Altersgrenzen von 120
und 150 Tagen konnten bei den Kaseproben mit Nach-
gdrung aus den bereits erwahnten Griinden nicht exakt
eingehalten werden, Die Kédse der beiden Gruppen zeigen
bezliglich Alter keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 3: Alter der Kase im Zeitpunkt der Probeentnahme

Fabrikationsdaten

Die signifikanten Unterschiede-in den Fabrikationsdaten
der beiden Késegruppen sind in Tabelle 1 zusammenge-
fasst.

Tabetle 1: Fabrikationsdaten mit signifikanten Unterschieden
{p = 0,05)
Anzahl Standard-
Variable Beobachtungen Mittelwert abweichung
ohne NG mitNG ohne NG mit NG ohne NG mitNG
Anteit
zentrifugierter
Milch, % 60 60 48,7 62,6 326 372
Wasserzusatz, % 59 59 86 7,6 21 25
Vorkidsen, Min. 59 59 36,8 331 6,7 87
Ausrihren, Min, 59 59 40,6 35,7 9.5 11,8
Setzen, Tg. 55 50 40,7 38,2 6,2 55
Offen, Tg. 56 51 58,4 544 6,0 58




Die bekannte Tatsache, dass durch die Zentrifugation der
Kessimilch zur Verbesserung des Lochansatzes gleich-
zeitig die Nachgarungsgefahr zunimmt, wurde in dieser
Auswertung erneut bestatigt.

Eindeutige Unterschiede sind beziiglich des Wasserzu-
satzes zur Kessimiich festzustellen. Er war bei den Késen
chne Nachgérung um durchschnittlich 1% h&her. Die Ver-
dinnung der Kessimilch ist als ein mitbestimmender Fak-
tor im Zusammenhang mit der Nachgarung zu beachten.
Die Fabrikationszeit der Kdse mit Nachgéarung ist deutlich
kiirzer. Wahrend des Vorkasens wird die Syndrese gefdr-
dert. Eine exirem kurze Vorkdszeit kann eine ungeniigen-
de Synarese des Bruchkornes zur Folge haben. Wahrend
des Ausrihrens wird weitgehend die Brenntemperatur
beibehalten. Je nach Dauer dieser Heisshaltezeit kann die
Selektion der Bakterienflora im Bruchkorn und in der
Molke beeinflusst werden.

Die in der Praxis haufig gemachte Feststellung, dass die
zu Nachgarung disponierten Kése einen frihen Beginn der
Lochbildung hétten und somit auch relativ frih vom Gar-
in den Lagerkeller gebracht werden miissen, wurde in die-
ser Auswertung bestétigt. Die Lochbildung setzte durch-
schnittlich 2 Tage friher ein und die Kédse waren eben-
falls entsprechend frilher offen.

Bei den in Tabelle 1 aufgefithrten Ergebnissen kénnte der
Eindruck aufkommen, dass die Werte sehr nahe beieinan-
der liegen. Fiir den Praktiker gilt es daher vor allem zu
beachten, dass extreme Werte vermieden werden miissen.
Der prozentuale Anteil der zu zentrifugierenden Kessi-
milch solite nicht zu hooh, der Wasserzusatz nicht zu tief,
die Vorkas- und Ausriihrzeit nicht zu kurz sein. Zudem
muss vermieden werden, dass die Kase in einem relativ
frithen Zeitpunkt vom Salzbadkeller in den Garraum ver-
bracht werden.

Diskriminanzanalyse

Die Diskriminanzanalyse hat zum Ziel, die zwei Beobach-
tungsgruppen optimal zu trennen. Bei einer signifikanten
Gruppendiskriminanz (Mittelwertsunterschied zwischen den
Gruppen} werden in einem stufenweisen Selektionsver-
fahren die Variabten (Analysenmethoden) mit trennendem
Einfluss entsprechend ihrer Wichtigkeit herausgefunden
(vgl. Abb. 4). In einem ersten Schritt wird die Variable mit
der grossten Trennwirkung selektioniert. In einem zweiten
Schritt von den restlichen Variablen diejenige ausgewdhilt,
die den 2usitzlich gréssten Diskriminanzbeitrag leistet.
Anschliessend werden alle relativ bedeutenden Variablen
ermittelt. Dabei ist zu beachten, dass eine Variable fiir
sich allein eine bestimmte trennende Wirkung besitzen
kann, jedoch wegen ihrer Korrelation zu starker trennen-
den Variablen nicht ins Diskrimnanzsystem eingeht. Nach
jedem Schritt wird ferner gepriift, ob eine der vorgangig
einbezogenen Variablen ihren Einfluss nachtraglich ver-
loren hat und deshalb wieder ausgeschieden werden muss.
Bei der Interpretation der Variablenselektion einer Diskri-
minanzauswertung muss die Variablenabhingigkeit stets
beachtet werden (16).

Die Diskriminanzanalyse wurde am Zahlenmaterial aller
Analysen (ausgenommen Fabrikationsdaten, bakteriologi-
sche Resultate, Vitamine und Aminosiuren) durchgefihrt.
Die Aminosduren (19} wurden nicht in die Auswertung
einbezogen, weil eine sehr starke Korrelation der wichtig-
sten Aminosauren im Kése zum p-Benzochinonwert (35)
hesteht.

Abbildung 5 zeigt schematisch das Vorgehen bei der Dis-
kriminanzanalyse. Im vorliegenden Fall sind die F-Werte
als Mass fiir die Gruppendiskriminanz zu betrachten,
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Der p-Benzochinonwert erlaubt die bestmégliche Trennung
mit nur einer Variablen zwischen Kése mit und ohne Nach-
garung. Anhand dieses Merkmals kénnen jedoch die bei-
den Gruppen nicht vollstdndig auseinandergehalten wer-
den, wie Abb. 6 verdeutlicht.

Als zweite Variable geht die enzymatische Acetatbestim-
mung in die Diskriminanzanalyse ein. Auch diese Variable
zeigt keine geniligende Trennwirkung (siehe Abbildung 7).
Abbildung 8 zeigt, dass der Trenneffekt der beiden Va-
riablen p-Benzochinon und Acetat gemeinsam wesentlich
wirkungsvoller ist, wenn die Aussage beider Variablen
gemeinsam angewendet wird.

Die Diskriminanzanalyse ergab, dass die folgenden Me-
thoden die beste Trennung ermdglichen:

— 1. Trennschritt: p-Benzochinonwert

— 2. Trennschritt; Acetat

-— 3. Trennschritt: Titrationswert auf pH 9,0

Mit dem p-Benzochinonwert werden indirekt die freien
Aminosauren gemessen. Bei der Diskriminanzanalyse
gehen deshalb verschiedene den Eiweissabbau charakte-
risierende Methoden, wie 2z B. Nicht-Protein-Stickstoff,
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nicht in das Trennverfahren ein, wegen ihrer hohen Kor-
relation zum p-Benzochinonwert, Auch ist das Acetat
stellvertretend fiir verschiedene Variablen im Trennver-
fahren (z. B. Milchséure, freie Fettsauren).

Eine vollstindige Trennung der Késegruppen mit und
ohne Nachgirung kann auch mit mehr als drei Variablen
nicht erreicht werden. Es stellt sich deshalb die Frage
ob bei der Kaseauswahl! wirklich nur typische Vertreter der
einen oder andern Gruppe ausgewihlt worden waren.
Dieser Zweifel blieb bei der nochmaligen Durchsicht samt-
licher Schnittbilder bestehen. Es giit dabei aber zu be-
achten, dass die Uebergénge zwischen Kése mit und ohne
Nachgédrung unscharf sind. Unter diesen Umstdnden kann
keine vollstindige Gruppentrennung erreicht werden.

Résumé

Essais comparalifs dans le fromage d’Emmental avec et
sans fermentation secondaire

1, Prélavement d’échantillons, exploitation statistique et données
de fabrication

60 fromages d’Emmental avec fermentation secondaire et
60 fromages de bonne qualité ont &té caractérisés au
cours d'une année dans des essais comparatifs qui ont
porté sur plus de 80 paramétres.

L'analyse des discriminants a prouvé que les méthodes
donnant les meilleurs informations et permettant le mieux
de différencier les deux groupes de fromage sont la déter-
mination du taux de p-benzoquinone {pour mesurer I'inten-
sité de la protéolyse) et la détermination enzymatique de
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I'acétate (pour mesurer l'intensité de la fermentation pro-
pionigue}.

L'exploitation des données de fabrication fournies par les
fromageries ont rélévé gue pour améliorer I'ouverture le
fromager ne devrait pas centrifuger une trop grande partie
du fait de chaudiére. Pour combattre la fermentation se-
condaire il convient également d’éviter que les durées du
brassage avant le feu et du brassage final ne soient extré-
mement courtes et que les fromages ne soient déplacés
trop t6t de ia cave de salage a ia cave de maturation.

Summary

Comparative tests in Emmental cheese
with and without late fermentation

1. Sampling, statistical evaluation and manufacturing data

Comparative tests have been made over a year’s period to
caracterize 60 Emmental cheeses with late fermentation
and 60 cheeses of good quality. Over 80 parameters have
been tested.

As showed the discriminant analysis, determination of the
p-benzoquinone level (to measure the intensity of proteoly-
sis) and enzymatic determination of acetate (to measure
the intensity of propionic acid fermentation) are the me-
thods that give most information and are best suited to dif-
ferenciate between both cheese groups.

The evaluation of manufacturing data from cheese facto-
ries showed that to improve the openess the cheesemaker
should not centrifugate too much vat milk. To combat late
fermentation it is a)so necessary to avoid extremely short
curd preparation and stirring out times as well as an unti-
mely removal of the cheeses form the brine bath to the
warm curing room.
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Vergleichende Untersuchungen in Emmentalerkéisen mit und

ohne Nachgtirung

von P, Lavanchy, C. Bihimann, B. Blanc
Eidg. Forschungsanstalt fir Milchwirtschaft, Liebetfeld-Bern
Eingereicht am 14. 12, 1978

Il. Aminoséduren

Bei dieser Arbeit wurden je 60 reife Emmentalerkése mit und ohne Nachgéirung untersucht. Der Kése mit Nachgérung
hat eindeutig mehr frele Aminoséuren, was einerseits aut eine verstirkte Proteolyse hinweist und andererseits die

erhthte CO:-Produktion erkldren kann,

Weitere Untersuchungen zeigten, dass ein Teil der frelen Aminoséduren in andere umgelagert oder weiter abgebaut
werden. Dabei spielen Reaktionen aus dem Citratzyklus, Decarboxilierungen und Transaminierungen eine wesentliche

Rolte.

Die Ursache der Nachgirung muss anderswo gesucht werden, nimlich bei den verwendeten Bakterienkulturen. Dabei
sollte fabrikationstechnisch kontrollierbaren Parametern die nétige Beachtung geschenkt werden.

1. Einleitung

Unter der Késereifung verstehen wir die Vorgédnge, die
wihrend der Lagerung in der Késemasse vor sich gehen,
Die chemischen Veranderungen betreffen im wesentlichen
die 3 Hauptbestandteile: Eiweiss, Fett und Kohlenhydrate
(45, 63). Diese Arbeit geht nur auf die Veradnderung des
Proteins ein, hauptséchiich auf die Entstehung freier Ami-
nosauren.

Sehr frih schon wurde die Bedeutung der freien Amino-
sauren im Reifungsprozess des Emmentalerkases erkannt.
Bereits Ende des neunzehnten Jzhrhunderis wurde die
Ansicht vertreten, die in der Milch und damals im Lab
vorhandenen Bakterien seien fir den Garverlauf von pri-
mérer Bedeutung (44, 10), und durch verschiedene Fer-
mente dieser Bakterien wirde das Eiweiss gespalten,
Damals wurde freies Leucin, Tyrosin und Phenylalanin in
reifen Emmentalerkdsen bestimmt und dabei auf viele
unbekannte wasserldsliche Eiweissfragmente hingewiesen
{63, 51, 2, 4). Erste Untersuchungen an geblédhten Emmen-
talerkdsen deckten aber keine chemischen Unterschiede
auf (2, 9, 51). Um die Jahrhundertwende konnten freies
Glycin, Alanin, sowie freie Asparaginsdure und Glutamin-
s&ure im Emmentaler bestimmt werden.

Zwischen 1904 und 1906 entdeckten FREUDENREICH und
JENSEN (21, 11) die Propionsauregarung. Sie stellten da-
bei fest, dass Casein durch diese Bakterien nicht nennens-
wert angegriffen wird. Thre Untersuchungen zeigten zweier-
lei:

— auch andere Bakterien kénnen COz bilden

— ohne Propionsiurebakterien ist eine Lochbildung nur
beschrankt moglich.

lhrer Meinung nach sollte Bazillus casei 2 [Lactobazillus
helveticus (3)] und Bazillus casei « [Lactobazillus casei
{3)] bevorzugt freie Aminosauren bilden.

Ab 1912 (7) wurde auch das Gas untersucht, welches bei
der Kasereifung entsteht.

Erstmals tauchte zwischen 1925 und 1930 die Bezeichnung
Nachgarung auf (6). In verschiedenen Arbeiten wurde
dieses Phanomen, das damals als pldtzlich wiedereinset-
zende Propionsduregérung gailt, untersucht. Dabei wurde
festgestelit, dass es sich bei dem entstehenden Gas um
reines CO: handelt (31, 18). Damit konnte mit Sicherheit
ein Garungstyp ausgeschlossen werden, bei dem Wasser-
stoff entsteht.

Grundlegende Arbeiten lber die proteclytischen Enzyme
der Milchsédurebakterien und iiber die Kasereifung wurden
von VIRTANEN (61) durchgefiihrt, Er untersuchte vor allem
die Enzymsysteme des Bazillus casei X [Lactobazillus hel-
veticus (3)). Er wies drei verschiedene proteolytische En-
zymsysteme nach: Proteinasen, Polypeptidasen und Dipep-
tidasen.

Diese Enzyme scheinen auch nach der Autolyse der Bak-
terien Ober langere Zeit ihre Akfivitit zu behalten. Die
Proteasen besitzen ein pH-Optimum bei pH 6,0 und einem
Temperaturoptimum von 42 °C. lhnen wurde bei 5°C noch
20% der Aktivitdt nachgewiesen. Der Einfluss des pH-
Wertes ist im Bereich von 55—58 extrem stark [Abb.1

(61)].

%o -
80 :
o0~
40 --
20 -
0 T T T T 1T T
5 6 7 pH
Abb. 1: pH-Optimum einer Protease aus Lactobazillus helveticus

nach Virtanen (65)



Durch diese Untersuchungen gewann die Aminosiure-
analyse, die damals noch mittels Papierchromatographie
durchgefiihrt wurde, zusehends an Bedeutung (58, 32, 28,
39, 42, 43). SCHORMUELLER (45) weist darauf hin, dass
die Aminosduren einerseits Endprodukt der Proteolyse,
andererseits die Ausgangsstoffe fir eine Reihe weiterer
Reaktionen sind, bei welchen CO: und Ammoniak entste-

Tabelle 1: Gehalt an freien Aminosiuren in Kise

hen kénnen. Je nach Reaktionstypus entstehen auch Fett-
sduren, Oxyséuren (22), Ketons&duren (1) aliphatische und
aromatische Amine.

Die Aminosauren kénnen einer Transaminierung (46) un-
terliegen. Diese Reaktionen sind durch verschiedene Fak-
toren beeinflussbar. So verdndert z. B. Kochsalz die Akti-
vitdt der Milchsaurebakterien {23). Geringe Mengen ein-

mit und ohme Nachgdrung (NG)

Variable Mittelwert

Standardabweichung

Irrtumswahrscheinlichkeit

/uMo1/100 g ohne NG mit NG  ohne NG mit NG mii“is‘;:i: NG Tz‘ﬁiﬁiﬂche
Glutaminsiure 2547,2 3490,5 707,7 876,4 Fokew -
Leucin 2204,4 2803,1 427,9 482,1 Fedesk -
Lysin 1792,8 2436,1 457,9 587,7 ik -
Prolin 1758,6 2681,9 568,6 844,0 ok -
Ammoniak 1603,1 1861,3 320,5 338,1 fekk .
Valin 1413,0 1973,7 376,5 446,3 Fak -
Phenylalanin 1159,8 1497,1 260,7 305,7 kEk -
Alanin 878,0 1123,2 188,7 284,7 *kk -
Isoleucin 626,6 1074,8 239,6 371,1 Lidadd -
Ornithine 623,8 741,5 144,5 188,6 bidall -
Threonin 586,9 859,1 184,8 218,2 dedede -
Glycin 567,0 845,8 196,7 246,0 Ak -
Serin 510,4 784,6 169,1 277,0 Ak -
Glutamin 460,1 771,2 264,0 408,0 Hdod -
Methionin 371,1 503,5 90,4 114,1 ik -
Histidin 370,4 566,8 175,4 251,8 whE -
Phosphoserin 359,8 443,2 90,1 92,0 dede .
Tyrosin 265,5 348,6 123,0 204,2 ko -
Citrullin 246,3 341,4 121,2 205,8 ko ]
Asparagin 185,7 712,9 258,1 967,3 Kk -
Asparaginsidure 101,7 140,8 42,7 51,2 Hkk ®

Irrtumswahrscheinlichkeit (bei einer Irrtumswahrscheinlicheit von p< 0,05 wird ven signifi-

kanten Unterschieden gesprochen).

#%% = TIrrtumswahrscheinlichkeit p< 0,001

*% = Irrtumswahrscheinlichkeit p< 0,01
*# = Irrtumswahrscheinlichkeit 0,01<p<0,05
e = Irrtumswahrscheinlichekit p<0,05

- = keine Signifikanz
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zelner Umsatzprodukte kénnen einen wesentlichen Anteil
an der Reifung haben, indem sie als Aktivatoren oder
Inhibitoren enzymatisch gesteuerte Reaktionen beeinflus-
sen.

Nach der Einflihrung der lonenaustauschchromatographie
(36, 52) war es erstmals méglich, genaue quantitative Ana-
iysen aller Aminosauren durchzufilhren, An verschiedenen
Kasesorten untersuchte man nun den Konzentrationsver-
lauf der Aminosiuren wahrend der Reifung (62, 20, 47, 48,
49, 50). 1966 fiihrte unsere Anstali eine umfassende Arbeit
{iber die freien Aminosauren in gutem Emmentater- und
Greyerzerkdse durch (41). Die Untersuchungen zeigien,
dass Asparagins&ure und Arginin durch weitere Reaktio-
nen abgebaut werden.

Erst zu Beginn der 70-er,Jahre wurde die Aminosaure-
analyse zur Erforschung der Nachgéarung eingesetzt. Be-
sonders KIELWEIN (23, 24, 25, 26) und RITTER (40) ver-
suchten die Rolle einzelner Aminoséuren bei der Nach-
garung abzukidren. Nach KIELWEIN (27) spielt vor allem
die Glutaminséure, nach RITTER das Arginin und Tyrosin
die bedeutende Rolle bei der Nachgarung.

An unserer Anstalt wurde die CO:-Produktion im Verlaufe
der Reifung gemessen (13). Ein Teil dieses Gases kdnnte
durch den Abbau der Aminosaduren entstanden sein (53,
15, 33). Weitere Untersuchungen (54) zeigten, dass der
Eiweissabbau und die Teigeigenschaften des Kases vor-
wiegend von den zugesetzten Milchsdurebakierien ab-
hangig sind. Durch die Bestimmung der freien Aminosau-
ren im reifen Kase ist es uns in letzter Zeit méglich, Kul-
turen zu erkennen, die haufig Machgarungskase produ-
zieren {33). Die folgenden Untersuchungen (55} sollen nun
zeigen, inwiefern durch solche Bestimmungen der Eiweiss-
abbau charakterisiert werden kann und in welchem Masse
die freien Aminosauren fir die verstarkte CO:-Produktion
im Nachgérungskéase verantwortlich sind.

2. Experimenteller Teil

In einer friheren Arbeit {55) wurde das Probematerial ge-
nau definiert. In diesen Kaseproben haben wir die freien
Aminosauren bestimmt (34, 35, 8). Die Analysen wurden
mit einem Aminosdureanalysator D-500 von DURRUM
durchgetiihrt.

Zusatzlich wurde bei zwei guten Emmentalerkasen im Alter
von 2 und 360 Tagen (beide mit der gleichen Milchsaure-
bakterienkultur hergestellt) das gesamte Protein hydro-
lysiert und die Totalaminosiuren analysiert (37).

3. Resultate

Freie Aminoséuren

In Tabelle 1 (S. 10) sind die Resultate fir die freien Amino-
s&uren zusammengestellt. Ausser den aufgefliihrten wurden
Zusétzlich noch g-Alanin, y-Amincbuttersdure und Arginin
bestimmt. Die Werte dieser Variablen sind sehr klein, d. h.
sie unterscheiden sich nicht signifikant von Null, Da auch
keine Unterschiede zwischen den Kaseproben mit und
ohne Nachgirung nachgewiesen wurden, fehlen diese
Aminosauren in der Tabelle.

Zur besseren Uebersicht sind die Differenzen der beiden
Gruppen in Abbildung 2 graphisch dargestellt, zusammen
mit den wichtigsten, den Eiweissabbau charakterisieren-
den Variablen (56, 57).

DIFFERENZ ZWISCHEN KASE MIT UND OMNE NACHGA RUNG
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Abb. 2: Differenz im Aminosédurengehalt zwischen Kdse mit und
ohne Nachgédrung (NG}

Gesamt-Aminosduren

In Tabelle 2 (S.12) sind die Resultate von je 8 Analysen
dargestellt. Es handelt sich um die Proben von je einem
Emmentalerkédse ohne Nachgarung im Alter von 2 Tagen
und 360 Tagen.

4. Diskussion

Bei den Resultaten fallt auf, dass Kése mit Nachgérung
bedeutend mehr freie Aminosauren besitzt als Kédse chne
Nachgéarung. Diese freien Aminosiduren kdnnen praktisch
nur aus dem Casein der Késemasse gebildet werden (45).
Nachgéarungskése zeigt auch eine abnormale Teigbeschaf-
fenheit, die von einem Eiweissabbau in die «Tiefes her-
rihrt (54, 53). Unsere Untersuchungen bestétigen dies.
Die «Tiefe» des Eiweissabbaues kann aber auch durch
den p-Benzochinonwert (56) oder den Nichtiproteinstick-
stoffgehalt (57) oder auch durch den Gehalt der meisten
Aminosauren angegeben werden. Die Werte dieser Variab-
len korrelieren untereinander sehr stark. Asparagin, As-
paraginsaure, Arginin, Citrullin, Ornithin und Tyrosin zei-
gen zu den oben genannten Variablen keine hohe Korre-
lation (Korrelationskoeffizient < 0,6).

Aus Tabelle 2 geht die Menge der einzelnen Aminosauren
im Casein hervor (60). Wie die Resultate der freien Amino-
sduren zeigen {Tab. 1), wurden Asparaginsaure, Arginin,
Glutaminsdure und Tyrosin nicht in den erwarteten Kon-
zentrationen gefunden.

Es stellt sich nun die Frage:

— werden diese Aminosduren bei der vorangehenden
Spaltung des Caseins durch Proteasen und Peptidasen
nicht abgespalten

— werden sie bevorzugt weiter abgebaut

— werden sle durch Transaminierungen zu andern Ami-
nosduren umgelagert.
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Tabelle 2: Gesamt—-Aminosiuren im KZse ohne Nachgirung (NG) (Durchschnitt aus 9 Proben)
Aminosiuren 2 Tage alt 360 Tage alt A Casein
Z Mittelwert 5 Mittelwert s Signifikanz 7 (60)
Glutaminsdure 20,81 0,14 21,35 0,22 + 0,54 kk* 20,4
Prolin 10,99 0,19 10,77 0,17 - 0,22 * 10,3
Leucin 9,41 0,13 9,61 0,14 + 0,20 Lt 8,4
Lysin 7,74 0,11 7,81 0,11 + 0,07 - 7,4
Phenylalanin 6,78 0,09 6,80 0,06 + 0,02 - 4,6
Valin 5,94 0,09 6,33 0,06 + 0,39 Gt 6,6
Tyrosin 5,78 0,06 5,46 0,07 - 0,32 wdkd 5,8
Asparaginsdure 5,49 0,09 5,00 0,08 - 0,49 L 6,5
Serin 5,45 0,13 5,46 0,05 + 0,01 - 5,8
Isoleucin 4,66 0,07 4,84 0,05 + 0,18 *kk 5,6
Arginin 3,59 0,07 2,81 0,07 - 0,78 %k 3,7
Threonin 3,58 0,06 3,41 0,03 - 0,17 sk 4,5
Alanin 2,81 0,05 2,90 0,04 + 0,09 bt 2,7
Histidin 2,72 0,25 2,84 0,29 + 0,12 - 2,8
Methionin 2,59 0,09 2,58 0,09 - 0,01 - 2,5
Glycin 1,79 0,02 1,89 0,02 + 0,10 wkk 2,5
Total g/100 g 26,957 0,568 29,391 0,737 + 2,434 Fdk
Irrtumswahrscheinlichkeit (bei einer Irrtumswahrscheinlicheit von p«0,05 wird von signifi-

kanten Unterschieden gesprochen).

*%% = Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,001
%% = Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,01
* = Irrtumswahrscheinlichkeit 0,01 {p<0,05
e = Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05
- = Lkeine Signifikanz
g = Standardabweichung
A = (Kise mit NG)-(Kise ohne NG)

Um diese Frage beantworten zu kdnnen, wurde eine Bi-
lanz der Total-Aminos&uren im Kése von 2 und 360 Tagen
gemacht (Tabelle 2). Die Werte im 2tigigen Kése entspre-
chen praktisch den Werten des Caseins {60). Nach 360
Tagen Reifungszeit verindern sich folgende Aminoséuren
deutlich: Glutaminsdure und Valin nehmen zu, Asparagin-

12

séure, Arginin und Tyrosin nehmen ab. Da nur je eine
Kaseprobe untersucht wurde, darf diesen Unterschieden
nur qualitative Bedeutung beigemessen werden. Im Zu-
sammenhang mit Tabelle 1 bestérkt sich die Vermutung,
dass einzelne Aminoséuren durch Reaktionen umgewan-
delt werden, die noch zu diskutieren sind (46, 62, 47, 58):



— Arginin — Ornithin + a-Ketoglutarsdure <« Glutaminséure
+ Glutamatsemialdehyd

— Glutamat 4 Oxalacetat «—— a-Ketoglutarat + Asparaginsaure
— Pyruvat — a-Acetolacetat — Valin

Die Tyrosingehalte der einzelnen Proben schwanken sehr
stark (Werte zwischen 66 und 616 xMol/100 g in K&se ohne
Nachgéarung, zwischen 0 und 1024 Moi/100 g in Kése mit
Nachgarung). Auf weiche Weise das Tyrosin abgebaut
wird, ist nicht kiar. Moglich wéare eine Decarboxylierung,
aber auoh eine Transaminierung ist nicht ausgeschlossen
(48, 30, 14, 19). Zudem ist Tyrosin extrem schiecht I&slich.
In den weissen «Tupfen» des Emmentalerkdses wurde
reines Tyrosin gefunden (12).

Arginin ist nach seiner Freisetzung leicht abbaubar (58,
47, 62) und bildet dabei CO: und eventueli Ammoniak. Die
wichtigsten Abbauwege sind:

Arginin ———pO0rnithinge——p Citrullin

X:P rolin
Glutaminsidure

Pyruvat

Bei Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure und Gluta-
min scheinen Transaminierungen die Hauptrolle zu spie-
len. Dabei kann sowohl o-Ketoglutarat als auch Oxalace-
tat verbraucht oder gebildet werden (45, 5).

Bei vielen Abbaumechanismen entsteht neben CO: auch
Ammoniak. |Im Vergleich zum gebildeten CO2 konnten wir
unverhéltnisméassig wenig Ammoniak finden.

An den selben Kiseproben wurden die folgenden, fir den
Aminosdureabbau wichtigen Substrate und Enzyme ge-
messen (56): Pyruvat, Succinat, Malatdehydrogenase und
Lactatdehydrogenase. Alle diese Bnzyme und Metabotiten
kommen im Citratzyklus vor (38, 16, 15). Dabei wird aus-
schliesslich CO:z gebildet. Ein weiteres wichtiges Zwischen-
produkt dieses Zyklus, das Citrat, ist seit langer Zeit im
Emmentaler bekannt (17, 59). Wie das beim Citratzyklus
entstehende NADH: oxidiert wirde, ist unbekannt. Aus-
schliesslich CO: entsteht auch bei der Decarboxilierung.
Fast aile Aminosauren kénnen diesem Reaktionsmechanis-
mus folgen. Dabei entsiehen die entsprechenden Amine
{14, 19).

5. Schlussfolgerung

— Im Vergleich mit Kése ohne Nachgirung zeigen Nach-
garungskase eine deutliche Zunahme der Variabien,
die fur den Eiweissabbau wichtig sind (Aminosauren,
Lactatdehydrogenase, Malatdehydrogenase, Succinat,
usw.}.

— Die Ursache fur die Nachgirung darf nicht bei den
Aminoséduren selbst gesucht werden. Ein erhdhtes Ami-
noséure- und Enzymangebot muss mehr CO: liefern.

— Die beiden Kasegruppen weisen ahnliche Mengen Py-
ruvat auf (56). Es ist also nicht der limitierende Faktor.

- Ursache fiir die vermehrte COz-Bildung bei der Nach-
garung miissen die substrat- und enzymkonzentrations-
erhohenden Einflisse sein. Die Aminosduren werden
durch Enzyme freigesetzt (Proteasen und Peptidasen),
die ihrerseits bei der Autolyse der Bakierien in unter-
schiedlicher Konzentration in die Kdsemasse abgege-
ben werden.

— Die priméare Ursache flr die unterschiedliche Konzen-
tration an Aminoséuren in den Késen mit und ohne
Nachgérung muss bei den verwendeten Milchsdure-

bakterienstammen gesucht werden (34, 29). Die Fremd-
keime der Kessimiich kénnen im Zusammenhang mit
den erwidhnten Bakterien, wie auch allein, eine gcwisse
Rolle spielen.

Résumé

Essais comparatifs dans le fromage d’Emmental avec et
sans fermentation secondaire

Il. Acides aminés

Dans le cadre d’'une étude sur la fermentation secondaire
de I'Emmental, 60 fromages de bonne qualité et 60 froma-
ges présentant cetle faute ont été analysés pour leur con-
tenu en acides aminés libres.

Les résultats obtenus montrent, que la concentration en
acides aminés libres des fromages & fermentation secon-
daire est significativement plus élevée que celle des fro-
mages d'Emmental de bonne qualité.

L.a protéolyse plus importante explique, par elle-méme, la
production plus élevée de CO:. Les acides aminés peuvent
étre considérés comme de simples métabolites du cycle
citrique. D'autres processus cataboliques des acides ami-
nés libres sont possibles, ce sont p. ex. la transamination et
la décarboxylation.

Par contre la cause primaire de la fermentation secon-
daire de I'Emmental doit étre recherchée ailleurs, par
exemple dans les oultures de bactéries. Pour cela, il
faudrait porter son attention sur des paramétres bien con-
trolables, lors de la fabrication du fromage.

Summary

Ccmparative tests in Emmental Cheeses with and without
late fermentation

in a study on late fermentation in Emmental, 60 cheeses
each of good and poor quality were analysed for their
free amino acid content.

The results obtained showed that the concentration of
free amino acids in cheese with [ate fermentation was
higher than that in Emmental of good quality.

The greater proteclysis in itself explains the higher pro-
duction of CQO.. The amino acids themselves can be con-
sidered as metabolites of the citric acid cycle. Other cata-
bolic pathways for the free amino acids are possible i. e.
transamination and decarboxylation.

However the main cause of tate fermentation in Emmental
cheese should be sought for elsewhere, namely in the
culture bacteria used. Thus in the technical manufacture
one must check controllable parameters.
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