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DOJRZEWANIE SERA GOUDA - MONITORING
7. ZASTOSOWANIEM METODY ODWOLAWCZE]
I METOD ALTERNATYWNYCH

Streszczenie

Réznorodno$¢ proceséw mikrobiologicznych i biochemicznych podczas dojrzewania sera, wzajemne
pomigdzy nimi zalezno$ci oraz zmienno$¢ w czasie utrudniaja monitorowanie proceséw proteolizy i
peptydolizy. Z tego powodu w r6znych osrodkach naukowych realizowane sa badania nad opracowaniem
wiarygodnych metod monitoringu proteolizy podczas dojrzewania r6znego typu serow.

Oceniajac degradacj¢ parakazeiny podczas dojrzewania sera Gouda stwierdzono odmienng dynamikg
formowania niskoczasteczkowych zwiazkéw azotowych. Podczas 6 tygodni dojrzewania przyrosty
zawartosci N-peptydowego, N-aminokwasowego i N-aminowego wynosity odpowiednio 280,4; 304,6 i
242,0%. Natomiast przyrosty zawarto$ci peptydoéw rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA byty
zdecydowanie mniejsze i wynosity odpowiednio: 167 oraz 153,8%.

Nie stwierdzono korelacji migdzy zawarto$cia N-rozpuszczalnego, peptydéw rozpuszczalnych w 2- 1 12-
procentowym TCA oraz zawarto$cia niskoczasteczkowych zwiazkéw azotowych w serach podczas
dojrzewania. Natomiast w serach dojrzatych zawarto$¢ N-peptydowego i N-aminowego byta skorelowana z
zawartoscia N-rozpuszczalnego w pH 4,6. Z kolei zawarto$§¢ N-aminokwasowego nie byta skorelowana z
iloscia N-rozpuszczalnego, ale korelowata z ilo$cia peptyddw rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA.

Metody alternatywne z 2- i 12-procentowym TCA moga by¢ zatem przydatne do poréwnywania zakresu
i glebokosci proteolizy w dojrzatych serach typu holenderskiego. Natomiast w ocenie dynamiki proteolizy
podczas dojrzewania sera bardziej przydatny jest tradycyjny (chociaz praco- i czasochtonny) sposéb
frakcjonowania réznych form zwiazkow azotowych i ich oznaczanie odwotawcza metoda Kjeldahla.

W odréznieniu od seréw typu holenderskiego, w serach Cheddar proteoliza i peptydoliza przebiegata
znacznie wolniej i réwnomiernie — w zwiazku z mniejsza aktywno$cia wody i statym sktadem
chemicznym w calej masie sera. Umozliwia to stosowanie metod alternatywnych do monitoringu
proteolizy podczas dojrzewania sera Cheddar.

Stowa kluczowe: ser Gouda, proteoliza — metody oceny

Wstep

W produkcji i dojrzewaniu sera aktywne sa enzymy pochodzace z r6znych zrédet:
surowca, zakwasu, mikroflory wtérnej oraz egzogenne proteinazy stosowane we
wszystkich serach podpuszczkowych w celu koagulacji. Ukierunkowanie tak
réznorodnych i ztozonych proceséw biochemicznych mozliwe jest dzigki stosowaniu
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kultur starterowych. Zmiany kwasowos$ci, a zwtaszcza ich dynamika, decyduja o
stopniu odwapnienia skrzepu oraz wielko$ci micel kazeiny, co wplywa na zwigztos¢
skrzepu 1 jego podatno$¢ na synerezg, a w konsekwencji na strukturg sera.

Pomigdzy enzymami aktywnymi w procesie wyrobu i dojrzewania sera istnieje
wiele zalezno$ci. Produkty metabolizmu kultur starterowych uaktywniaja dzialanie
podpuszczki. Mimo, iz niewielka czgs¢ enzymu zatrzymywana jest w skrzepie,
podpuszczka odgrywa istotng rol¢ w degradacji parakazeiny podczas dojrzewania sera,
a efektem jej hydrolitycznej aktywnoSci jest formowanie rozpuszczalnych zwiazkow
azotowych. Z kolei produkty hydrolizy kazeiny podpuszczka moga uaktywniaé
proteinazy 1 peptydazy bakteryjne odpowiedzialne za formowanie nisko-
czasteczkowych  peptydéw  (endopeptydazy) oraz  wolnych  aminokwaséw
(egzopeptydazy) [11, 20, 21].

Aktywno$¢ enzymow bakteryjnych zalezna jest od dostgpu do odpowiednich
substratoéw; im wigcej w masie sera znajduje si¢ wysokoczasteczkowych peptydéw
powstajacych pod wptywem podpuszczki, tym wigksza jest aktywnos$¢ peptydaz [7, 9].

Wyniki wcze$niejszych opracowan autoré6w dowodza, ze w degradacji
parakazeiny do niskoczasteczkowych zwiazkéw azotowych bardziej istotne sa
proteinazy i peptydazy niepochodzacych z zakwasu pateczek mlekowych (NSLAB) niz
enzymy uwalniane po autolizie kultur zakwasu. Zaden z wyr6znikéw okreslajacych
zakres degradacji parakazeiny nie korelowal ze stopniem autolizy kultur zakwasu.
Stwierdzono natomiast wystgpowanie istotnej korelacji migdzy wzrostem
niepochodzacych z zakwasu pateczek mlekowych (NSLAB) a zawartoscia N-
rozpuszczalnego, N-peptydowego i N-aminowego oraz peptydéw rozpuszczalnych w
12-procentowym TCA [5]. Wymienione produkty degradacji parakazeiny w
statystycznie istotnym stopniu determinowaly jako$¢ sensoryczng sera Gouda [6, 14,
23].

Réznorodnos$¢  proceséw  mikrobiologicznych 1 biochemicznych podczas
dojrzewania sera, wzajemne pomig¢dzy nimi zalezno$ci oraz zmienno$¢ w czasie
utrudniaja $ledzenie proceséw proteolizy i peptydolizy. Dlatego tez, w réznych
osrodkach naukowych realizowane sa badania nad opracowaniem wiarygodnych metod
monitoringu proteolizy podczas dojrzewania seréw [15, 16, 17, 18, 19].

Istnieje potrzeba stosowania szybkich metod alternatywnych, gdyz ocena
zawarto$ci poszczeg6lnych form zwiazkéw azotowych w serze odwotawcza metoda
Kjeldahla jest zaréwno czaso- i pracochtonna, jak tez kosztowna. Wyniki metod
alternatywnych powinny by¢ jednak zgodne z wynikami metody odwotawcze;.

Wobec powyzszego podjgto badania, za cel ktérych postawiono:

— oceng stopnia degradacji parakazeiny metoda odwotawcza (poprzez oznaczanie N-
rozpuszczalnego, N-peptydowego i N-aminokwasowego [w % N ogélem]) po
soleniu oraz 2, 4 1 6 tygodniach dojrzewania sera Gouda,

— oceng stopnia degradacji parakazeiny metoda z 2- i 12-procentowym TCA oraz z
TNBS po soleniu, jak réwniez po 2, 4 i 6 tygodniach dojrzewania sera Gouda,
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— okre$lenie stopnia korelacji migdzy wynikami uzyskanymi metodami
alternatywnymi a zawartoS$cia poszczegélnych form zwiazkéw azotowych
oznaczanych metoda odwotawcza.

Material i metody badan

Sery Gouda (n=12) produkowano w warunkach przemystowych zgodnie z
instrukcja zaktadowa w Spoétdzielni Mleczarskiej Mlekpol w Grajewie, Zaklad w
Kolnie, z mleka poddanego termizacji, baktofugacji i pasteryzacji, wzbogaconego
dodatkiem CaCl, i KNO;. Zastosowano podpuszczke Chymax oraz kultury starterowe
typu BD w postaci zakwaséw roboczych, (do ktérych propagacji zastosowano podtoza
buforowe) lub gleboko mrozonych koncentratow bakterii mlekowych. Kultury
starterowe oraz podtoza pochodzity od dwdéch ré6znych producentéw.

Oceng stopnia degradacji parakazeiny podczas dojrzewania sera przeprowadzono
metoda odwolawcza (metoda Kjeldahla), uwzgledniajaca zmiany zawarto$ci
poszczegdlnych form zwiazkéw azotowych a takze metodami alternatywnymi z
zastosowaniem kwasu trichlorooctowego o st¢zeniu 2 i 12% oraz TNBS.

Oznaczano zawarto$¢: zwiazkéw azotowych ogédtem [8], zwiazkéw azotowych
rozpuszczalnych w $rodowisku o pH 4,6 wg Sode Mogensena [8], zwiazkéw
azotowych peptydowych wg Boulanger i wsp. w roztworze zwiazkéw azotowych
niebiatlkowych przygotowanym wg Schobera i wsp. [8], zwiazkéw azotowych
aminokwasowych metoda Sirksa [8], aminowych zwiazkéw azotowych (wolne grupy
aminowe z TNBS) [12], zwiazkéw azotowych rozpuszczalnych w 2- i 12-
procentowym roztworze kwasu trichlorooctowego (TCA) [10].

Obliczono podstawowe miary statystyczne: warto$¢ Srednia (X), odchylenie
standardowe (SD), wspdétczynnik zmiennosci (v). Istotno$¢ réznic migdzy zawarto$cia
poszczegdlnych form zwiazkéw azotowych oznaczonych metoda odwotawcza oraz
alternatywna okreslano wyznaczajac wspotczynnik korelacji przy prawdo-
podobienistwie o = 0,05. Obliczenia wykonano za pomoca programu komputerowego
Microsoft Excel 2000.

Wiyniki i dyskusja

Poréwnanie dynamiki degradacji parakazeiny w badanych serach byto mozliwe
dzigki odniesieniu zawartosci poszczegdlnych form zwiazkéw azotowych do
zawartosci N ogétem (tab. 1, rys. 1).

Nie stwierdzono korelacji migdzy iloscia niskoczasteczkowych form zwiazkéw
azotowych a zawarto$cia N-rozpuszczalnego (tab. 2). W sktad N-rozpuszczalnego,
oprécz niskoczasteczkowych produktéw degradacji parakazeiny — formowanych przez
enzymy bakteryjne — wchodza takze peptydy uwalniane przez podpuszczke [7, 9].
Enzymy bakteryjne odpowiedzialne za formowanie niskoczasteczkowych peptydéw,
wolnych aminokwaséw 1 zwiazkoéw aminowych sa mato aktywne w poczatkowych
etapach dojrzewania ze wzgledu na brak odpowiednich substratow.
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Tabela 1
Zawarto$¢ zwiazkow azotowych podczas dojrzewania sera Gouda (n = 12).
The content of nitrogen compounds when the Gouda cheese ripens (n = 12).
Miary Czas dojrzewania [tygodnie]
Forma zwiazkéw azotowych statystyczne Time of ripening [weeks]
Type of nitrogen compounds Statistical Solenie ) 4 6
parameters Brining
N-rozpuszczalny x 6,33 10,12 13,84 17,27
[% N ogétem]
Soluble N SD 1,41 1,65 2,77 2,64
[% of total N] v [%] 22,1 82,5 69,3 44,0
N-peptydowy x 0,46 0,49 1,09 1,29
[% N ogétem]
Peptide N] SD 0,19 0,11 0,36 0,55
[% of total N] v [%] 09 0,1 0.5 13
N-aminokwasowy x 3,50 6,22 7,62 10,66
[% N ogtem SD 1,38 1,34 0,93 2,84
Aminoacid N ’ ’ ’ ’
[% of total N] v [%] 160,7 10050 | 1789 | 2272
X 0,11 0,20 0,23 0,27
N-aminowy
Aminic N SD 0,04 0,03 0,02 0,05
[mM Gly]
v [%] 33,9 16,4 8,8 18,8
X 1,22 1,47 1,73 24,92
Peptydy rozpuszczalne w 2% TCA
Peptides soluble in 2 % TCA SD 0,22 0,22 0,20 64,36
[mM Tyr]
v [%] 0,6 1,1 1,7 3024
x 1,07 1,29 1,42 1,65
Peptydy rozpuszczalne w 12% TCA
Peptides soluble in 12 % TCA SD 0,28 0,17 0,18 0,14
[mM Tyr]
v [%] 45,5 15,6 10,7 8,3

Objasnienia: / Explanatory notes:
X — warto$é érednia / mean value; SD — odchylenie standardowe / standard deviation;
v — wspdtczynnik zmiennosci / variability coefficient.
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Rys. 1. Zmiany zawartosci N-rozpuszczalnego, peptydéw rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym
TCA w zaleznosci od zawarto$ci niskoczasteczkowych produktéw degradacji parakazeiny.

Fig. 1.  Changes in the content of soluble N, peptides soluble in 2% and 12% TCA depending on the
content of low-molecular products of the paracasein degradation.

W skitad frakcji peptydéw rozpuszczalnych w 2-procentowym TCA oraz frakcji
zwiazkéw azotowych rozpuszczalnych w sSrodowisku o pH 4,6 weszty produkty
degradacji parakazeiny o podobnej masie czasteczkowej. Mimo to, poréwnujac
wymienione wyrdézniki stopnia dojrzewania sera, nie stwierdzono zaleznosci
statystycznie istotnej. Dodatnia korelacj¢ stwierdzono natomiast migdzy iloscia
peptydéw rozpuszczalnych w 2-procentowym TCA a zawarto$cia N-aminokwasowego
— ale tylko po 4 i 6 tygodniach dojrzewania (tab. 2).

Frakcja peptydéw rozpuszczalnych w 12-procentowym TCA, to przede
wszystkim niskoczasteczkowe peptydy (2 do 20 aminokwaséw) i wolne aminokwasy
[4, 13]. Wbrew oczekiwaniom zmiany zawarto$ci N-peptydowego oraz N-amino-
kwasowego w badanych serach nie byly skorelowane ze zmianami zawarto$ci
peptydéw rozpuszczalnych w 12-procentowym TCA (tab. 2).
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7 poréwnania zmian zawartoSci N-rozpuszczalnego oraz peptydéw
rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA wynika catkowicie odmienna dynamika
formowania wymienionych produktéw degradacji parakazeiny (rys. 1). W serach
bezposrednio po soleniu stwierdzono zdecydowanie wyzsza zawarto$¢ peptydow
rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA niz ilo§¢ N-rozpuszczalnego. Podczas
kolejnych etapéw dojrzewania zréznicowanie to sukcesywnie malato. Uzyskane w tym
zakresie wyniki sa catkowicie zgodne z rezultatami, jakie przedstawili r6zni autorzy w
licznych opracowaniach naukowych dotyczacych procesu dojrzewania seréw:
ementalskiego [15, 16], francuskiego Comte [3], Cheddar [10, 18, 19], greckiego
Kefalotyri oraz niedojrzewajacych seréw Feta i Teleme [12].

Tabela?2

Wspdtezynniki korelacji migdzy zawartoscia N-rozpuszczalnego, peptyddw rozpuszczalnych w 2 i 12-
procentowym TCA a zawartoscia niskoczasteczkowych form zwiazkéw azotowych.

Coefficients of correlation among the contents of soluble N, peptides soluble in 2% and 12 % TCA, and of
the low — molecular nitrogen compounds.

Peptydy rozpuszczalne Peptydy rozpuszczalne
N-rozpuszczalny w 2% TCA w 12% TCA
Forma zwiazkéw Soluble N Peptides soluble Peptides soluble
in 2% TCA in 12 % TCA
azotowych
P | 2 : ¢ s ¢
8E| 2|4 |6 |BE| 2|46 |5E 2| 4]c6
o = o = o =
vy M » M v, M

N-peptydowy

. -0,59 |-0,02 0,58 0,58 | 0,77 |-0,21-0,38|-0,67 | 0,37 | -0,25 | -0,15 | 0,02
Peptide N

N-aminok
AMUMORWASOWY 1 160 | -0.24 | 0,18 [ 0,16 | 0,13 | -0.46 | 0,12 | 0.65 | -0,15 | -0.49 | 0,06 | 0,06

Aminoacid N

Neami
aminowy 0,49 |-0,16 0,07 | 0,64 | -0,62 | 0,59 | 0,18 | -0,25 | -0,39 | 0,66 | 0,30 | 0,36

Aminic N

N-rozpuszczalny
Soluble N

- - - - 1-0,50 |-0,29 | -0,68 | -0,10 | -0,57 | -0,14 | -0,39 | 0,53

Wytracanie produktow degradacji parakazeiny roztworem TCA jest klasyczna,
stosowana przez réznych autoréw [4, 13, 15] metoda frakcjonowania zwiazkow
azotowych rozpuszczalnych w wodzie (WSF). W zaleznosci od koncentracji TCA (2,
2,5 1 12%) wytracane sa produkty hydrolizy kazeiny o réznej masie czasteczkowe;.
Stosujac 2- i 12-procentowy TCA wytraca si¢ odpowiednio ok. 10 i 50% N-
rozpuszczalnego w Srodowisku o pH 4,6. Frakcja wytracona 2-procentowym TCA
zawiera w wigkszosci peptydy o wysokiej masie czasteczkowej. Z kolei frakcja



58 Grazyna Cichosz, Aneta Konopka, Anna Zalecka

wytracona 12-procentowym TCA, oprécz wysokoczasteczkowych, zawiera takze
peptydy o mniejszej masie czasteczkowej, co udowodniono stosujac elektroforeze [10].

Frakcjonowanie 5-procentowym kwasem fosforowolframowym (PTA) jest
bardziej selektywne. W przypadku sera Cheddar po 1 i 3 miesiacach dojrzewania
frakcja rozpuszczalna w 5-procentowym PTA stanowita odpowiednio 1,5 i 3,0% N
ogotem. W sktad omawianej frakcji wchodza aminokwasy i1 peptydy o masie
czasteczkowej ponizej 600 Da [4]. W badanych serach Gouda zawarto$¢ frakcji
rozpuszczalnych  w 5% kwasie fosforowolframowym, (czyli zawartos¢ N-
aminokwasowego) wynosita $rednio od 3,5 (w serach po soleniu) do 10,66% N-
ogétem (w serach po 6 tygodniach dojrzewania) (tab.1). Tak wysokie przyrosty
zawartosci N-aminokwasowego byly konsekwencja wyzszej a,, w serach Gouda w
poréwnaniu z serami Cheddar. Skutkiem tego, mimo zaledwie 6 tygodni dojrzewania,
procesy hydrolizy parakazeiny sa w serach Gouda bardzo intensywne|[5].

Statystycznie istotna zalezno$¢ miedzy iloscia N-rozpuszczalnego [% N ogoétem]
oznaczonego metoda Kjeldhala a iloscia N-aminowego oznaczonego z TNBS w
niedojrzewajacych serach Feta i Teleme stwierdzita Polychroniadou [12].

Kuchroo i wsp. [10] stwierdzili powolne tempo formowania N-rozpuszczalnego
oraz N-aminowego oznaczanego z TNBS podczas pierwszych tygodni dojrzewania
sera Cheddar. Dopiero po 12 tygodniach dojrzewania sera procesy proteolizy i
peptydolizy ulegly wyraznej intensyfikacji.

Prace badawcze dotyczace stosowania metod alternatywnych zamiast praco-
i czasochtonnego frakcjonowania zwiazkéw azotowych metoda Kjeldhala w serze
ementalskim realizowat Rohm 1 wsp. [15,16]. W dojrzatych serach Groyer zawarto$§¢
N-rozpuszczalnego korelowata z iloScia amoniaku uwalnianego podczas destylacji
prébek sera rozpuszczonych w 40-procentowym roztworze NaOH [17].

Frakcjonowanie zwiazkéw azotowych sera Cheddar oraz identyfikacja peptydéw
byly przedmiotem badan Singh i wsp.[18, 19]. Ekstrakt frakcji rozpuszczalnej w
wodzie z sera Cheddar frakcjonowano poprzez ultrafiltracj¢ i diafiltracjg. Stosujac
oznaczanie sekwencji aminokwaséw spektrometria masowa oraz chromatografia
DEAE na celulozie, identyfikowano peptydy uwalniane przez podpuszczke oraz
proteinazy $ciany komdérkowej kultur starterowych Lactococcus ssp. z poszczegblnych
frakcji kazeiny.

Z licznych opracowan naukowych wynika, ze mozliwy jest monitoring degradacji
parakazeiny podczas dojrzewania seréw przy zastosowaniu metod, ktérych podstawa
jest oznaczanie zawarto$ci wolnych aminokwaséw [1, 3, 4] lub grup aminowych
(TNBS) [10, 22]. Jednak wymienione opracowania naukowe dotycza sera Cheddar
oraz greckich seréw niedojrzewajacych. Tymczasem w serach typu holenderskiego
przemiany biochemiczne sa bardzo intensywne ze wzgledu na wysoka aktywnos$¢
wody, czym nalezy tlumaczy¢ brak korelacji wynikéw uzyskanych metoda
odwotawcza oraz metodami z 2- i 12-procentowym TCA, a takze TNBS.

Réwniez metody instrumentalne: chromatografia, elektroforeza — stosowane we
frakcjonowaniu oraz identyfikacji peptydéw, a takze okres§laniu ich masy czastecz-
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kowej — w iloSciowej ocenie procesu hydrolizy parakazeiny podczas dojrzewania sera
nie sa przydatne [2, 10, 18].

Whioski

1.

Nie stwierdzono korelacji migdzy zawartoscia N-rozpuszczalnego, iloscia
peptydow rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA oraz zawarto$cia
niskoczasteczkowych form zwiazkéw azotowych w serach podczas dojrzewania.
W serach dojrzatych zawarto§¢ N-rozpuszczalnego skorelowana byta z iloscig N-
eptydowego i N-aminowego, poza tym stwierdzono korelacje N-aminokwasowego
i peptydéw rozpuszczalnych w 2-procentowym TCA.

Metody alternatywne nie sa przydatne w monitoringu proteolizy i peptydolizy
podczas dojrzewania sera Gouda. Moga by¢ natomiast stosowane przy
poréwnaniach zakresu proteolizy w dojrzatych serach réznego typu.
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RIPENING OF THE GOUDA CHEESE - MONITORING USING
AN APPEAL METHOD AND ALTERNATIVE METHODS

Summary

The diversity of microbiological and biochemical processes occurring while cheeses ripen,
interrelations among those processes, as well as their changeability with time make the monitoring of
proteolysis and peptidolysis processes difficult. This is why special research projects are performed in
many scientific centres aiming at developing a reliable method to monitor the proteolysis process when
various types of cheeses ripen.

While evaluating the degradation of paracasein during the ripening of Gouda cheese, it was stated that
the dynamics of the process of forming low-molecular nitrogen compounds was different. During a 6
week period of ripening, the rates of increase in the contents of peptide N, aminoacid N, and aminic N
amounted to 280.4; 304.6; and 242.0%, respectively. However, the rates of increase in the contents of
soluble peptides in 2% and 12% TCA were definitely lower, and amounted to 167 and 153.8%,
respectively.

No correlation was found among the content of soluble N, peptides soluble in 2% and 12% TCA, and
of the low-molecular nitrogen compounds in cheeses during their ripening. Yet, in the ripe cheeses, the
contents of peptide N, aminic N, and of the total content of low-molecular products of the degradation of
paracasein were correlated with the content of soluble N at pH 4.6. On the other hand, the content of
aminoacid N was not correlated with the content of soluble N, but it was correlated with the amount of
soluble peptides in 2% and 12% TCA.

Therefore, those alternative methods with 2% and 12% TCA can be useful when comparing the range
and depth of proteolysis in ripe Dutch type cheeses. Yet, for the purpose of evaluating the dynamics of
proteolysis occurring whilst cheeses ripen, a traditional method for the fractionation of various forms of
nitrogen compounds, and their determination with the Kjeldahl method appears to be more suitable.
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Contrary to Dutch type cheeses, the proteolysis and peptidolysis in the Cheddar cheeses run much
slower and evenly owing to a lower water activity and thanks to the constant chemical composition
throughout the whole mass. This fact makes it possible to apply alternative methods to monitor the
proteolysis process whilst the Cheddar cheese ripens.

Key words: Gouda cheese, proteolysis — analytical methods



