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DOJRZEWANIE SERA GOUDA —MONITORING
Z ZASTOSOWANIEM METODY ODWO AWCZEJ
| METOD ALTERNATYWNYCH

Streszczenie

R6 norodno  procesdw mikrobiologicznych i biochemicznych podczas dojrzewania sera, wzajemne
pomi dzy nimi zale no ci oraz zmienno w czasie utrudnigj monitorowanie procesdw proteolizy i
peptydolizy. Z tego powodu w ré nych o rodkach naukowych realizowane s badania nad opracowaniem
wiarygodnych metod monitoringu proteolizy podczas dojrzewaniard nego typu seréw.

Ocenigj c degradacj parakazeiny podczas dojrzewania sera Gouda stwierdzono odmienn dynamik
formowania niskocz steczkowych zwi zkéw azotowych. Podczas 6 tygodni dojrzewania przyrosty
zawarto ci N-peptydowego, N-aminokwasowego i N-aminowego wynos y odpowiednio 280,4; 304,6 i
242,0%. Natomiast przyrosty zawarto ci peptydéw rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA by y
zdecydowanie mnigjsze i wynosi y odpowiednio: 167 oraz 153,8%.

Nie stwierdzono korelacji mi dzy zawarto ci  N-rozpuszczalnego, peptyddw rozpuszczalnych w 2- i 12-
procentowym TCA oraz zawarto ci  niskocz steczkowych zwi zkéw azotowych w serach podczas
dojrzewania. Natomiast w serach dojrzaych zawarto  N-peptydowego i N-aminowego by a skorelowana z
zawarto ¢ N-rozpuszczalnego w pH 4,6. Z kolel zawarto  N-aminokwasowego nie by a skorelowana z
ilo ci N-rozpuszczalnego, e korelowaazilo ¢ peptyddw rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA.

Metody aternatywne z 2- i 12-procentowym TCA mog by zatem przydatne do poréwnywania zakresu
i g boko ci proteolizy w dojrzaych serach typu holenderskiego. Natomiast w ocenie dynamiki proteolizy
podczas dojrzewania sera bardzig przydainy jest tradycyjny (chocia praco- i czasoch onny) sposdb
frakcjonowaniard nych form zwi zkéw azotowych i ich oznaczanie odwo awcz metod Kjeldahla.

W odr6 nieniu od seréw typu holenderskiego, w serach Cheddar proteoliza i peptydoliza przebiega a
znacznie wolnigl i réwnomiernie — w zwi zku z mnigjsz aktywno ¢ci wody i staym sk adem
chemicznym w cae masie sera. Umo liwia to stosowanie metod alternatywnych do monitoringu
proteolizy podczas dojrzewania sera Cheddar.

S owa kluczowe: ser Gouda, proteoliza— metody oceny

Wst p

W produkcji i dojrzewaniu sera aktywne s enzymy pochodz cezrd nych réde:
surowca, zakwasu, mikroflory wtérngl oraz egzogenne proteinazy stosowane we
wszystkich serach podpuszczkowych w celu koagulacji. Ukierunkowanie tak
ré norodnych i z o onych procesdéw biochemicznych mo liwe jest dzi ki stosowaniu
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kultur starterowych. Zmiany kwasowo ci, a zw aszcza ich dynamika, decyduj o
stopniu odwapnienia skrzepu oraz wielko ci micel kazeiny, co wp ywa ha zwi z o
skrzepu i jego podatno  nasynerez , aw konsekwencji nastruktur sera.

Pomi dzy enzymami aktywnymi w procesie wyrobu i dojrzewania sera istnigje
wiele zale no ci. Produkty metabolizmu kultur starterowych uaktywnig dziaanie
podpuszczki. Mimo, i niewielka cz enzymu zatrzymywana jest w skrzepie,
podpuszczka odgrywa istotn rol w degradacji parakazeiny podczas dojrzewania sera,
aefektem jg hydrolitycznej aktywno ci jest formowanie rozpuszczalnych zwi zkéw
azotowych. Z kolei produkty hydrolizy kazeiny podpuszczk mog uaktywnia
proteinazy i peptydazy bakteryjne odpowiedzialne za formowanie nisko-
cz steczkowych  peptyddéw  (endopeptydazy) oraz  wolnych  aminokwasow
(egzopeptydazy) [11, 20, 21].

Aktywno enzymow bakteryjnych zale na jest od dost pu do odpowiednich
substratow; im wi cef w masie sera zngjduje s wysokocz steczkowych peptydow
powsta cych pod wp ywem podpuszczki, tym wi kszajest aktywno peptydaz [7, 9].

Wyniki wcze nigjszych opracowa autorbw dowodz , e w degradagji
parakazeiny do niskocz steczkowych zwi zkow azotowych bardzig istotne s
proteinazy i peptydazy niepochodz cych z zakwasu pa eczek mlekowych (NSLAB) ni
enzymy uwalniane po autolizie kultur zakwasu. aden z wyrd nikow okre lg cych
zakres degradacji parakazeiny nie korelowa ze stopniem autolizy kultur zakwasu.
Stwierdzono natomiast wyst powanie istotngl korelacji mi dzy wzrostem
niepochodz cych zzakwasu paeczek mlekowych (NSLAB) a zawarto ¢ci  N-
rozpuszczalnego, N-peptydowego i N-aminowego oraz peptyddéw rozpuszczalnych w
12-procentowym TCA [5]. Wymienione produkty degradacji parakazeiny w
statystycznie istotnym stopniu determinoway jako sensoryczn sera Gouda [6, 14,
23].

R6 norodno procesow mikrobiologicznych i hiochemicznych podczas
dojrzewania sera, wzajemne pomi dzy nimi zale no ci oraz zmienno W czasie
utrudnigj  ledzenie procesdw proteolizy i peptydolizy. Dlatego te , w ro nych
o rodkach naukowych realizowane s badania nad opracowaniem wiarygodnych metod
monitoringu proteolizy podczas dojrzewania seréw [15, 16, 17, 18, 19].

Istnigje potrzeba stosowania szybkich metod alternatywnych, gdy ocena
zawarto ci poszczegolnych form zwi zkéw azotowych w serze odwo awcz metod
Kjeldahla jest zaréwno czaso- i pracoch onna, jak te kosztowna. Wyniki metod
aternatywnych powinny by jednak zgodne z wynikami metody odwo awcze).

Wobec powy szego podj to badania, za cel ktorych postawiono:

— ocen stopniadegradacji parakazeiny metod odwo awcz (poprzez oznaczanie N-
rozpuszczalnego, N-peptydowego i N-aminokwasowego [w % N ogd em]) po
soleniuoraz 2,41 6 tygodniach dojrzewania sera Gouda,

— ocen stopnia degradacji parakazeiny metod z 2- i 12-procentowym TCA oraz z
TNBS po soleniu, jak rownie po 2, 41 6 tygodniach dojrzewania sera Gouda,
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— okre lenie stopnia korelacji mi dzy wynikami  uzyskanymi  metodami
alternatywnymi a zawarto ci  poszczegolnych form zwi zkéw azotowych
oznaczanych metod odwo awcz .

Materia i metody bada

Sery Gouda (n=12) produkowano w warunkach przemysowych zgodnie z
instrukcj zak adow w Sp6 dzielni Mleczarskieg Mlekpol w Grajewie, Zak ad w
Kolnie, z mleka poddanego termizacji, baktofugacji i pasteryzacji, wzbogaconego
dodatkiem CaCl, i KNOs. Zastosowano podpuszczk Chymax oraz kultury starterowe
typu BD w postaci zakwasow roboczych, (do ktorych propagacji zastosowano pod 0 a
buforowe) lub g boko mro onych koncentratéw bakterii mlekowych. Kultury
starterowe oraz pod 0 apochodzi y od dwéch ré nych producentéw.

Ocen stopnia degradacji parakazeiny podczas dojrzewania sera przeprowadzono
metod odwoawcz (metoda Kjeldahla), uwzgl dnig ¢ zmiany zawarto ci
poszczegblnych form zwi zkéw azotowych a tak e metodami aternatywnymi z
zastosowaniem kwasu trichlorooctowego o st eniu 2 i 12% oraz TNBS.

Oznaczano zawarto : zwi zk6w azotowych og6 em [8], zwi zkéw azotowych
rozpuszczalnych w rodowisku o pH 4,6 wg Sode Mogensena [8], zwi zkéw
azotowych peptydowych wg Boulanger i wsp. w roztworze zwi zkéw azotowych
niebia kowych przygotowanym wg Schobera i wsp. [8], zwi zkéw azotowych
aminokwasowych metod Sirksa [8], aminowych zwi zkéw azotowych (wolne grupy
aminowe z TNBS) [12], zwi zkéw azotowych rozpuszczalnych w 2- i 12-
procentowym roztworze kwasu trichlorooctowego (TCA) [10].

Obliczono podstawowe miary statystyczne: warto redni (X), odchylenie
standardowe (SD), wspd czynnik zmienno ci (v). Istotno  ré nic mi dzy zawarto ci
poszczegolnych form zwi zkow azotowych oznaczonych metod odwo awcz oraz
aternatywn  okre lano wyznaczgj ¢ wspo czynnik  korelacji  przy prawdo-
podobie stwie a = 0,05. Obliczenia wykonano za pomoc programu komputerowego
Microsoft Excel 2000.

Wyniki i dyskuga

Poréwnanie dynamiki degradacji parakazeiny w badanych serach by o mo liwe
dzi ki odniesieniu zawarto ci poszczegolnych form zwi zkéw azotowych do
zawarto ci N og6 em (tab. 1, rys. 1).

Nie stwierdzono korelacji mi dzy ilo ¢i niskocz steczkowych form zwi zkéw
azotowych a zawarto ci N-rozpuszczalnego (tab. 2). W sk ad N-rozpuszczalnego,
oprocz niskocz steczkowych produktow degradacji parakazeiny — formowanych przez
enzymy bakteryjne — wchodz tak e peptydy uwaniane przez podpuszczk [7, 9].
Enzymy bakteryjne odpowiedzialne za formowanie niskocz steczkowych peptydéw,

wolnych aminokwasow i zwi zkéw aminowych s mao aktywne w pocz tkowych
etapach dojrzewania ze wzgl du na brak odpowiednich substratow.
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Tabelal
Zawarto zwi zkdw azotowych podczas dojrzewania sera Gouda (n = 12).
The content of nitrogen compounds when the Gouda cheese ripens (n = 12).
Miary Czas dojrzewania [tygodnie]
Formazwi zkéw azotowych statystyczne Time of ripening [weeks]
Type of nitrogen compounds Statistical Solenie 5 4 6
parameters | Brining
N-rozpuszczalny X 6,33 10,12 13,84 17,27
[% N og6 em]
Soluble N SD 1,41 1,65 2,77 2,64
[% of total N] v [%] 2.1 825 69,3 44,0
N-peptydowy X 0,46 0,49 1,09 1,29
[% N og6 em]
Peptide N] SD 0,19 0,11 0,36 0,55
[% of total N] v [%] 0,9 01 05 13
N-aminokwasowy X 3,50 6,22 7,62 10,66
[% N ogd em|
Aminoacid N Sb 1,38 1,34 0,93 2,84
[% of total N] v [%] 160,7 10050 | 1789 | 227,2
. 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 solublein 2 % TCA SD 0,22 0,22 0,20 64,36
[mM Tyr]
v [%] 0,6 11 17 302,4
X 1,07 1,29 1,42 1,65
Peptydy rozpuszczalne w 12% TCA
Peptides solublein 12 % TCA SD 0,28 0,17 0,18 0,14
[mM Tyr]
v [%] 455 15,6 10,7 83

Obja nienia: / Explanatory notes:
X —warto  rednia/ mean value; SD — odchylenie standardowe / standard deviation;
v —wspd czynnik zmienno ci / variability coefficient.
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Rys. 1. Zmiany zawarto ci N-rozpuszczalnego, peptyddw rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym
TCA w zale no ci od zawarto ci niskocz steczkowych produktow 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 sk ad frakcji peptydéw rozpuszczalnych w 2-procentowym TCA oraz frakgji
zwi zkow azotowych rozpuszczalnych w  rodowisku o pH 4,6 weszy produkty
degradacji parakazeiny o podobneg masie cz steczkowg. Mimo to, porownuj c
wymienione wyr6 niki stopnia dojrzewania sera, nie stwierdzono zae no ci
statystycznie istotng. Dodatni korelacj stwierdzono natomiast mi dzy ilo ci
peptyddw rozpuszczalnych w 2-procentowym TCA azawarto ci N-aminokwasowego
—aetylko po 4i 6 tygodniach dojrzewania (tab. 2).

Frakcja peptydow rozpuszczalnych w 12-procentowym TCA, to przede
wszystkim niskocz steczkowe 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 byy skorelowane ze zmianami zawarto Ci
peptyddéw rozpuszczalnych w 12-procentowym TCA (tab. 2).
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Z porGwnania zmian zawarto ¢i  N-rozpuszczalnego oraz  peptydow
rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA wynika ca kowicie odmienna dynamika
formowania wymienionych produktéw degradacji parakazeiny (rys. 1). W serach
bezpo rednio po soleniu stwierdzono zdecydowanie wy sz zawarto  peptyddw
rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA ni ilo N-rozpuszczalnego. Podczas
koleginych etapéw dojrzewania zré nicowanie to sukcesywnie mala o. Uzyskane w tym
zakresie wyniki s cakowicie zgodne z rezultatami, jakie przedstawili ré ni autorzy w
licznych opracowaniach naukowych dotycz cych procesu dojrzewania serow:
ementalskiego [15, 16], francuskiego Comte [3], Cheddar [10, 18, 19], greckiego
Kefaotyri oraz niedojrzewa) cych serow Fetai Teleme[12].

Tabela2

Wspb czynniki korelacji mi dzy zawarto ci  N-rozpuszczalnego, peptydéw rozpuszczalnych w 2 i 12-
procentowym TCA azawarto ci niskocz steczkowych form zwi zkéw 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
S Soluble N Peptides soluble Peptides soluble

Formazwi zkoéw ! .

azotowych in2% TCA in12 % TCA
Type of nitrogen o o o o o o

compounds 16 E) 5 | 4|6 |BE| 2| 4|6 |BE|l 2| a6

B @ B @ B o

N-peptydo

pepy w -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-aminokwaso

) . Wy -0,60 | -0,24|0,28|0,16| 0,23 | -0,46| 0,12 | 0,65 | -0,15 | -0,49 | 0,06 | 0,06
Aminoacid N
N-amino

I Y 0,49 |-0,16|0,07|064|-0,62 | 059 | 0,18 |-0,25| -0,39 | 0,66 | 0,30 | 0,36
Aminic N
N- al

rozpuszczany - - - - 1-0501|-0,29|-0,68|-0,10| -0,57 | -0,14 | -0,39 | 0,53
Soluble N

Wytr canie produktéw degradacji parakazeiny roztworem TCA jest klasyczn ,
stosowan przez r6 nych autorow [4, 13, 15] metod frakcjonowania zwi zkow
azotowych rozpuszczalnych w wodzie (WSF). W zale no c¢i od koncentracji TCA (2,
2,51 12%) wytr cane s produkty hydrolizy kazeiny o r6 ngf masie cz steczkowsj.
Stosuj ¢ 2- i 12-procentowy TCA wytr ca s odpowiednio ok. 10 i 50% N-
rozpuszczalnego w rodowisku o pH 4,6. Frakcja wytr cona 2-procentowym TCA
zawiera W wi kszo ci peptydy o wysokigg masie cz steczkowej. Z kolei frakcja
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wytr cona 12-procentowym TCA, oprécz wysokocz steczkowych, zawiera tak e
peptydy 0 mnigjszej masie cz steczkowej, co udowodniono stosuj ¢ elektroforez [10].

Frakcjonowanie 5-procentowym kwasem fosforowolframowym (PTA) jest
bardzigl selektywne. W przypadku sera Cheddar po 1 i 3 miesi cach dojrzewania
frakcja rozpuszczalna w 5-procentowym PTA stanowi a odpowiednio 1,5 i 3,0% N
ogoem. Wskad omawiang frakcji wchodz aminokwasy i peptydy o masie
cz steczkowe] poni g 600 Da [4]. W badanych serach Gouda zawarto  frakcji
rozpuszczalnych  w 5% kwasie fosforowolframowym, (czyli zawarto N-
aminokwasowego) wynosi a rednio od 3,5 (w serach po soleniu) do 10,66% N-
ogé em (w serach po 6 tygodniach dojrzewania) (tab.l). Tak wysokie przyrosty
zawarto ci N-aminokwasowego by y konsekwencj wy szgf a, w serach Gouda w
poréwnaniu z serami Cheddar. Skutkiem tego, mimo zaledwie 6 tygodni dojrzewania,
procesy hydrolizy parakazeiny s w serach Gouda bardzo intensywne[5].

Statystycznie istotn zale no  mi dzy ilo ci N-rozpuszczalnego [% N ogd em]
oznaczonego metod Kjeldhala a ilo ci  N-aminowego oznaczonego z TNBS w
niedojrzewg cych serach Fetai Teleme stwierdzi a 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 uleg y wyra nej intensyfikacji.

Prace badawcze dotycz ce stosowania metod alternatywnych zamiast praco-
i czasoch onnego frakcjonowania zwi zkéw azotowych metod Kjeldhaa w serze
ementalskim realizowa Rohm i wsp. [15,16]. W dojrza ych serach Groyer zawarto
N-rozpuszczalnego korelowaa z ilo ci amoniaku uwalnianego podczas destyladji
probek serarozpuszczonych w 40-procentowym roztworze NaOH [17].

Frakcjonowanie zwi zkow azotowych sera Cheddar oraz identyfikacja peptydow
by y przedmiotem bada Singh i wsp.[18, 19]. Ekstrakt frakcji rozpuszczalng w
wodzie z sera Cheddar frakcjonowano poprzez ultrafiltracj i diafiltracj . Stosuj ¢
oznaczanie sekwencji aminokwasOw spektrometri masow oraz chromatografi
DEAE na celulozie, identyfikowano peptydy uwaniane przez podpuszczk oraz
proteinazy ciany komérkowej kultur starterowych Lactococcus ssp. z poszczegélnych
frakcji kazeiny.

Z licznych opracowa naukowych wynika, e mo liwy jest monitoring degradacji
parakazeiny podczas dojrzewania serbw przy zastosowaniu metod, ktérych podstaw
jest oznaczanie zawarto ¢i wolnych aminokwasow [1, 3, 4] lub grup aminowych
(TNBS) [10, 22]. Jednak wymienione opracowania naukowe dotycz sera Cheddar
oraz greckich seréw niedojrzewg cych. Tymczasem w serach typu holenderskiego
przemiany biochemiczne s bardzo intensywne ze wzgl du na wysok aktywno
wody, czym naley tumaczy brak korelacji wynikéw uzyskanych metod
odwo awcz oraz metodami z 2- i 12-procentowym TCA, atak e TNBS.

Réwnie metody instrumentalne: chromatografia, elektroforeza — stosowane we
frakcjonowaniu oraz identyfikacji peptydéw, a tak e okre laniu ich masy cz stecz-
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kowej —w ilo ciowej ocenie procesu hydrolizy parakazeiny podczas dojrzewania sera
nies przydatne[2, 10, 18].

WhniosKi

1. Nie stwierdzono korelacji mi dzy zawarto ci  N-rozpuszczalnego, ilo ci
peptydow rozpuszczalnych w 2- i 12-procentowym TCA oraz zawarto Ci
niskocz steczkowych form zwi zkéw azotowych w serach podczas dojrzewania.

2. W serach dojrzaych zawarto  N-rozpuszczalnego skorelowana by azilo ci  N-
eptydowego i N-aminowego, poza tym stwierdzono korelacj N-aminokwasowego
i peptydow rozpuszczalnych w 2-procentowym TCA.

3. Metody aternatywne nie s przydathe w monitoringu proteolizy i peptydolizy
podczas dojrzewania sera Gouda. Mog by natomiast stosowane przy
porownaniach zakresu proteolizy w dojrza ych serach ré nego typu.

Prac zrealizowano w ramach grantu KBN 5P06G01818
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RIPENING OF THE GOUDA CHEESE —MONITORING USING
AN APPEAL METHOD AND ALTERNATIVE METHODS

Summary

The diversity of microbiologica 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 peptidesin 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
dower 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 aternative methods to monitor the
proteolysis process whilst the Cheddar cheese ripens.

Key words: Gouda cheese, proteolysis — analytical methods



