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Innledning

Det er svaert omfattende biockjemiske og kjemiske reaksjoner

gsom finner sted ndr den ferske ostemassen forandres fra &

vere en grovkornet lite sammenhengende masse med mild smak

til & bli plastisk sammenhengende med forskjellig aroma.

Det er utrolig at det er mulig & lage et sa stort antall

produkter som lukt og smakmessig er sa vidt forskjellig med

bare melk som rastoff.

Melkens tre hovedkomponenter:

Protein,

fett og laktose spaltes under innvirkning av forskjellige bakterie-

og muggarter til lavere molekvylare forbindelser som bade

lukter og smaker sterkt.

De kjemiske forandringene som finner sted er

fellene katalysert av enzymer som produseres

nismer som er tilsatt ystemelken og fra lgpe.

reaksjonene er spalting og resyntese av alle

i de fleste til-
av mikroorga-
Blant modnings-

de deltagende

stoffene, s& som protein, peptider, aminosyrer, karbo-

hydrater, fett, nukleinsyrer, organiske syrer, forskiellige
karbonylforbindelser, vekstfaktorer fra gruppen av vita-
miner, nrostetiske grupper i enzymene og til slutt enkle

spaltingsprodukter som amoniakk og karbondioksyd.

I det fglgende skal vi se litt nermere pad en del prosesser
som reduksjon, oksydasjon, dehydrering, hydrolyse, deami-

nering og dekarboksylering.

Det er forstdelig at i et s&a komplisert system som i en ost
med hgy modningsgrad vil det skje mange forskjellige reak-

sjoner. Spaltingsprodukter som f.eks. peptider kan danne
grunnlaget for resyntese av protein. Andre reaksjoner fgrer
til syntese av aminosyrer, aspartinsyre dannes fra fumar-
syre og ammoniakk ved hjelp av aspartase, eller glutamin-

syre fra o{-ketoglutarsyre og ammoniakk.

. CH,COOH CH,COOH CH,COOH
' ) ]
o CHy + NHg»CHy 4 Hf»CH, ) itaminsyre -
Cco C=NH CNH,
t » !
COOH COOH COOH
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Slike stoffomsetninger er gjerne undersgkt i modellforsegk
med C14 isotoper. Utgangsstoffene er syntetisert med Cl4 og
man isolerer og maler Cl4—innholdet i sluttproduktet. En
metode som etterhvert har blitt et meget effektivt middel

for & kartlegge mellomtrinn i stoffomsetningen.

I de senere ar har det funnet sted en sterk utvikling ndr det
gjelder kjemiske analysemetoder , og dette har
bidratt til st¢rre kjennskap til stoffomsetningen under

modningen av osten.

Full utnyttelse av den nevnte isotopteknikken er avhengig
av avanserte instrumenter som: gassfraktometer, infrargd-
spektrofotometer, UV-spektrofotometer, Nuclear-Magnetic- AIfR

Resonans, massespektrofotometer, elektroforesystem, osv.

Den fgrste fasen under ostemodningen, formodningen, foregar
i alle ostevariantene 1likt, og er i alminnelighet basert pé&
de samme forandringene: dannelse av melksyre fra laktose

ved hjelp av melkesyrebakterier og ingen vesentlig ned-
brytning av protein eller fett. Under selve hovedmodningen
som finner sted pé& gjeringsbua foregdr det blant annet en
sterk spalting av proteinet. I de vanlige faste lgpeostene
foregar modningen innenfra, mens andre oster som er over-
flatebehandlet medfiinens eller mugg, ogsd vil f& en modning

som gar utenfra og innover i osten.

FORHOLD AV BETYDNING FOR ENZYMATISK AKTIVITET.

De biologiske omdannelsene som foregar under ystingen oqa

i osten under modningsprosessen skyldes aktiviteten til en
rekke enzymer og enzymsystemer. Noen er opprinnelig til-
stede i melken, andre tilfgres ystemelken direkte som chy-
mosin,eller indirekte,gjennom mikroorganismene som er til-
stede 1 melken eller tilsettes i form av kulturer.

I en slik blanding av enzymer m& en vente at enkelte er
aktive og andre mindre aktive eller inaktive, alt etter de

herskende forhold i miljget.
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De samme miljg-faktorer som har betydning for mikroorganisme-
nes vekst og biologiske aktivitet har ogsd betydning for
enzymaktiviteten. Dette er naturliag da de biologiske pro-
sessene 1 cellene er katalysert av enzymer. Cellenes vekst-
hastighet vil vare bestemt av den mest langsomme enzym-
reaksjonskjeden. Enzymene er imidlertid generelt mere mot-
standsdyktige mot ugunstige miljgbetingelser enn cellene som
har produsert dem. Enzymene vil kunne vare aktive selv om
cellestrukturen er destruert i en slik grad at cellen ikke

lenger lever.

De forskjellige kombinasjoner av miljgfaktorer som temperatur
pH, redokspotensial, salt, metalljoner etc, vil virke
selekterende p& enzymenes aktivitet. Det er ogsa andre for-
hold som kan ha stor betydning for aktiviteten til det
enkelte enzym eller enzym-system i osten. Reaksjonsprodukten
fra ett enzym kan tjene som substrat for et annet. P& denne
maten dannes reaksjonskjeder som eventuelt kan fgre til en
fullstendig nedbrytning av et substrat til de enkle kompo-
nenter det er bygget opp av. (fig. 2.1).

Ostens reaksjonsmiljg kan vanskelig reproduseres in vitro.
Dette miljget er heller ikke statisk, men dynamisk, og for-
andres fra dag til dag. Enzymstudier utfe¢rt med definerte
reaksjonsblandinger pa laboratoriet blir derfor bare mer
eller mindre gode tilnarmelser til de prosessene som foregar

i osten under lagringen.
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Figur 2.1.

Et hypotetisk system av enzymer med substratene A,B,C, etc.,
og enzymene a,b,c, etc., der substrat A trinnvis omdannes
til produkt Z med biproduktene E, og I og med dannelse

og forbruk av energirike fosfat-bindinger(~ P). Slike
enzymsystemer er vidt utbredt i mikroorganismer som har
betydning for osteproduksjonen. Enzymene har, som mikro-
organismene, sine optimums-, maksimums- og minimums-tempera-

turer og pH-verdier for aktivitet.

Temperatur- og pH-avhengigheten péavirkes av mange faktorer
som enzymkonsentrasjonen, substratets art og egenskaper,

nervaer av aktivatorer eller inhibitorer osv.

De fleste enzymer er stabile ved temperaturer under 45°C.
destruksjonen gker sterkt nar temperaturen kommer over 50°C.
De fleste er irreversibelt inaktivert ved 70-80°C.vekst og
formering av mikroorganismer opphgrer gjerne nar tempera-
turen kommer noen f& grader under frysepunktet, slik at
vannet i cellene fryser og den kolloide struktur i cellene
forstyrres. Enzymene vil imidlertid likevel vare aktive ved
denne temperatur selv om reaksjonshastigheten blir sterkt
nedsatt.Temperatur-koeffisienten for de fleste enzymreak-
sjoner ligger omkring 2(Q10=2). De fleste enzymene har

optimal-temperatur ved 37 - 40°C.
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sjonen salenge substratet foreligger i overskudd, slik at
alt enzym er bundet i enzym-substrat-komplekset.

(O-orden reaksjon). N&r enzymet foreligger i overskudd, v‘l
reaksjonshastigheten ve&re proporsjonal med substratkonsen-
trasjonen og reaksijonen gdr over til en fgrste ordens

reaksjon.

Enzymreaksjoner inngar vanligvis ikke ndr vannet i miljget
er adsorbtivt bundet til hydrofile komponenter i miljget.
Enzymreaksjoner kan imidlertid foregd selv om miljgets
vannaktivitet er sd lav at den hindrer mikroorganismenes
vekst og formering . Tgrrede grgnnsaker f&r f.eks. en
ubehagelig hgy-lignende smak dersom enzymene ikke blir
inaktivert f¢r tdrringen finner sted. Selv en lav enzym-
aktivitet kan ha markert virkning p& produkt-kvaliteten

om modningstiden eller lagringstiden er lang. Heller

ikke i dypfrosne varer vil enzymreaksjonene stoppe helt fgr
alt vann er frosset. I hydrolytiske reaksjoner er vannet
bdde reaktant og et middel for transport av substrat til
enzymet. Enzymatiske red-oks-reaksjoner kan vanskelig finne
sted eller bare forega i begrenset omfang uten tilgang pé
fritt vann. Mediets vannaktivitet bestemmer diffusjonen av
substratet til enzymet. Substratets diffusjonshastighet
blir derfor en avgjgrende faktor for reaksjonen. Store mole-
kyler diffunderer langsommere enn sm& molekyler og vil hydro-
lysere langsomt eller slett ikke om vannaktiviteten er 1lav.
Substratets molekylvekt og diffusjonsegenskaper er derfor
faktorer av vesentlig betydning for enzymreaksjonens omfang

og hastighet.

Flere stoffer aktiverer enzymet eller enzymets substrat.

For eksempel vil syre aktivere pepsinogen og chymo-
sinogen til aktivt enzym. Spor av metalljoner som Co, Zn, Mn,
Mg, Fe m.fl. er ofte ngdvendige aktivatorer for mange
enzymer. De kan enten selv vare en essensiell del av selve
enzymet, (metalloenzymer) eller de kan virke aktiverende ved

& inaktivere hemningsstoffer. (fig. 2.2.)



Fig. 2.2,

Eksempler p& enaymer som aktiviseres av fglgende
matallioner:

Q |- 2 o O |0 2 o v
? §§ 8 clo |l | |o | |0 s b;
+1+ |+ H ] H O+ i + | +] +] +
+H+ ] ]+ FH] O+ +| 4| +f +] +
Aldolase b4 X X
Oksaleddiksyre-
dekarboksylase xbxi x| x| x| x| X x| X b4
Alkalisk Fosfataseg x| x| x X X X
Alanyl/Leucyl
dipeptidase x| x X X x| ox
Histidindeaminase | x X X
Lecitinase X x| x{x X
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Hemningsstoffene kan virke pi flere mAter. De kan binde

essensielle ko-enzymer, blokkere essensielle virkningsgrupper

og metall-aktivatorer eller de kan destruere viktige struk-

turer eller funksjonelle grupper i selve enzym-proteinet,
QWAF“L”bet kan vaere slike stoffer som H,S, HCN, NH,OH som inakti-
%%ﬂ{wq verer enzymer hvor metalljoner som Fe, Cu, Zn, Co er

. . ° o ++ .
essensielle. Vi har ogsd en rekke -eksempler pa at Cu virker
inaktiverende pd visse enzymer. Jfr. bruk av kopper ved

ysting av Jarlsberg og Emmentaler.

T::E&L Tunge metalljoner, derivater som inneholder tunge metall-
joner (p-merkuri benzoat) og andre forbindelser som reagerer
med tiol-grupper (alkyleringsmidler, jodoacetamid og oksyda-
sjonsmidler) inaktiverer proteinaser hvor aktiviteten er

avhengig av en eller flere tiolgrupper.

W%&uiﬁﬁﬂg}all—sekvestrerende forbindelser som cystein og etylen-
&2
S%@do. diamintetra-acetat hemmer aktiviteten til enzymer hvor

. ++ ++ ++ ++ ,
metalljoner som Mg , Mn , Co , Zn er essensielle for

aktiviteten.



d& (0 Mange enzymer er bare aktive nadr -SH-gruppen i molekylet
W}LC(

er fri. Ved mild oksydasjon vil sulfhydrylgruppene ga over

i disulfid -S5-S. Enzymet vil samtidig inaktiveres. I

mange tilfelle kan enzymet reaktiveres ved overdosering med
reduksjonsmidler som cystein, HZS og glutation.
Glutation er et fysiologisk viktig tripeptid som bestar av

aminosyrene: glutaminsyre, cystein og glycin

NH 0 H,CSH O

) 2 " 2y 4
HOOC-C—-C—C-C—N—%‘.—C—N-C—COOH

1 ' 1 i ] I

H H2 H2 H H H H2

Glutamin Cystein Glycin

Cystin (-S-S-) og cystein (-S-H) representerer et rev ersi-
belt redoks-system (ogsd i form av glutationet). (-S-5-for-
bindelsen spiller forgvrig en stor rolle i harfiber-struk-

turen. Har inneholder fra 9-17 % cystin).

.6%/ H-S-blokkeres av jod-eddiksyre, jodacetamid, p.klor-(eller
f
gmbuhy jod) merkuribenzoat.

Cystein kan syntetiseres fra methionin, men ikke omvendt.

Methionin er en "essensiell" aminosyre.

Sulo oot Hemningsstoffene kan videre vare substratanaloger som kon-
coneltie kurrerer med substratet om de aktive sentre i enzymet, men
som ikke pavirkes av enzymet. De aktive funksjonelle
gruppene i enzymet blir dermed blokkert. Kjemo-terapeutica
som sulfonamider virker pd denne miten. De har en liknende
struktur som p-aminobenzosyre, som er en viktig komponent
til folinsyre-ko-enzymet. (f£ig.2.3) Syntesen av folinsyre
blir blokkert og sulfonamidene blir dermed toksiske for de
mikroorganismene som krever folinsyre som vekstfaktor. Sul-
fonamidenes hemningseffekt kan oppheves dersom en gker kon-
sentrasjonen av p-aminobenzosyre. Den betegnes derfor som
{EALM:Wkonkurransemessiq hemning, da det her er et spgrsmal om for-

v holdet mellom konsentrasjonene av vekstfaktoren og hemnings-

stoffet. Kan_hemningen ikke oppheves ved ¢kning i substrat-

konsentrasjonen, betegnes den som"non-kompetativ" hemning.
nsentl ! g
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Figur 2.3.

O&Mvhﬁwﬁnzymene vil selvsagt bli inaktivert av alle proteindenatu-

Prokeat.

e,

eringsmidler som trikloreddiksyre, urinstoff, tunge metall-
joner, varme, skumdannelse m.m., og hemningen er som oftest

irreversibel.

Proteolytiske enzymer kan ogsa hydrolysere enzymproteinet
og dermed destruere andre enzymer. Pepsin og trypsin hydro-
lyserer chymosin. Pepsin hydrolyserer trypsin ved pH 2,0 og

trypsin hydrolyserer pepsin ved pH 8,0.

Enzymene tilfgres osten a) med melken {(originare enzymer),
b) med mikroorganismer som er tilfgrt melken ved tilfeldig
infeksjon eller c¢) tilsatt i form av renkulturer eller ved

direkte tilsetning av enzympreparater som oste-lgpe. Det

vil saledes kunne foreligge en kompleks enzymblanding i osten,

spesielt dersom det ystes av upasteurisert melk. En ma



imidlertid vente at enzymene i lgpeekstraktet —og fra de mikro-
organismene som tilsettes ystemelken vil vere de viktigste
under ostens modning. Men blandingens sammensetning vil
variere med den mikroflora som utvikles under modningen

og mikroorganismenes evne til & produsere enzymer. Mikro-
organismenes enzymer kan enten vare intracellulare,membran—

bundet eller ekstracellulazre.

Mo o . Membranbundne og intracellulare enzymer vil ikke kunne o@ve
indran C.

o noen sarlig innflytelse pd produktet fg¢r etterat disse

frigjgres ved celleautolyse.

Relativt f& mikroorganismer som nyttes har ekstracellulare
enzymer, men kulturmugg og Brevibakterium linens er eksempler

pa slike har tlslre cllolase s

Millioner til milliarder av bakterieceller pr. gram ost dgr
og autolyseres under modningen. Substrater av forskjellig
slag blir dannet, og pH og temperaturen ligger generelt
innenfor de grenser som passer mange forskjellige typer av
enzymer. Reaksjonsproduktene som dannes vil i sin tur pa-
virke ostens smak, tekstur og konsistens.

Enzymene kan katalysere bade gnskede og ugnskede omdannelser
i osten. Det gjelder derfor om & kunne kontrollere prosessene,
hemme eller stoppe de ugnskede prosessene, og aktivere de
gnskede, slik at de gir med optimal hastighet og far et rik-
tig omfang. Dette forutsetter en god forstdelse av oste-
modningens biologi. De biologiske prosessene som kommer
igang vil i sterk grad pavirkes av miljgfaktorene som tempe-
ratur, pH, salt, red-oks-potensial, narvaer av aktivatorer

eller inhibitorer, enzymenes pavirkning av hverandre osv.

vare kunnskaper p& dette omrade er ikke fullstendige, men
det gjgres stadig fremskritt i studiet av de biologiske
prosessene som finner sted , ogsd i et s& komplisert medium

som ost.
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3. OMSETNINGEN AV CITRAT 0G

KARBOHYDRAT

Forgjering av melkesukkeret skijer enten ved de enzymsystemer
som inngdr i de sakalte Emden-Meyerhof-Parnas- gjaringsskjema
(difosfat pathway) eller heterofermentativt ved den sakalte
monofosfat pathway. I syrningsteknikken er det gjort rede
for begge prinsipper, samt for omsetningen av citronsyre.

Den detaljerte stoffomsetning vil derfor ikke bli gjennomgdtt
her.

3.1. OMSETNINGEN AV MELKESUKKERET UNDER YSTING

Melkesukkeret er den komponent i osten som fgrst blir omdannet.
Melkesyregjeringen innledes allerede under ystingen og nar sin
maksimale aktivitet under ostens forming og pressing. Under
normale forhold er det en ren homofermentativ omdannelse av
melkesukkeret til melkesyre. I de faste og halvfaste ostene
vil alt sukkeret vare omsatt til melkesyre i lgpet av 24-48
timer., I blote oster tar det betydelig lengre tid.

Antallet melkesyrebakterier og surhetsgraden i osten wvil
normalt nd maksimale verdier pd det tidspunkt alt sukkeret er

omsatt til melkesyre.

G8r vi ut fra at mysa har et tgrrstoffinnhold pd 7% og et
sukkerinnhold pd 5% vil sukkerinnholdet i fersk ost med et

vanninnhold p& 45% bli:

45 x 5 _ 2,4% (_}E._ = _5__)

93 45 93

Ved forgjeringen av sukkeret vil det bli omtrent den samme

mengde melkesyre
Cy,H,,07; + H, 0 —> 4 CH,CHOH COOH
342 . 4* 90

Faktor: %9— - 1,0526

N O

o3

% melkesyre i osten: 2,4 x 1,0526 = 2,5%
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I flytende kulturer vil streptokokkene i den vanlige blandings-
kulturen maksimalt danne 1% melkesvre under optimale dyrkings=-
o betingelser. Cellenes livsfunksjoner vil da stoppes p& grunn

é;ig?ﬁgv syrekonsentrasjonen. Miljgets pH vil da vere 4,2 - 4,5

dersom en har en aktiv kultur.

Nar alt melkesukkeret kan omdannes til melkesyre i de faste

og halvfaste ostene kommer dette av at hydrogenjone-aktiviteten
i osten aldri ndr et slikt nivd atgj@ringen stoppes. Dette skyldes
ostens innhold av bufferstoffer.

Fosfater og kalsiumkaseinater er de viktigste bufferkompo-

netene.

Sekundare fosfater overfgres til primere fosfater og kalsium-

kaseinatet avkalkes.

Da fosfatene foreligger som kalsiumforbindelser, dels som
kolloidalt kalsiumfosfat knyttet til kaseinkomplekset og
dels som opplgselig salt, vil det dannes vesentlige mengder
kalsiumlaktat under ostens syrning.

Melkesyren kan ogsd virke hydrolyserende p& fettet i osten

og gi ¢kte mengder frie fettsyrer. NA&r det gjelder innholdet
av melkesyre i moden ost, foreligger det en del undersgkelser.
Antila og Hietaranta har bestemt melkesyre i Edamerost og
funnet f@glgende verdier, tabell 3.1 1.

Tabell 3.1.1 . Melkesyre i finsk Edamer.

Ostens alder uker:| . 6-8 14-18 20-30
Skorpe jMidten SkorpetrMidten | Skorpe|Midten

Melkesyre% 0,54 0,87 0,40 0,61 0,50 0,56

Innholdet varierer fra innerst til vtterst i osten, og med
alderen. Undersgkelser som STURM og MAIR-WALDBURG har foretatt
i Romadurost viser en nedgang i melkesyren fra 2,2%, i ferskost
til 0,1% i 5 ukers gammel ost. Dette er en ekstrem rask nedgang
i melkesyreinnholdet. De fleste modne ostene har et innhold

som ligger mellom 0,1% og 1% melkesyre, hvor begge isomere
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former er tilstede. Mellom 50 og 70% foreligger som L (+)
melkesyre. ’T\ _
A, S0
L ot
3.2. PROPIONSYREGJERING -2 a{w,\,ﬂ"‘
I Emmentaler og Jarlsberg der pronionsyrebakteriene spiller en
vesentlig rolle under ostemodningen, omdannes laktatet til
propionsyre og eddiksyre etter fg¢lgende skjema: Figur 3.2.1.

Vi har fulgt modningsforlgpet i Jarlsbergost og figur 3.2.2. viser
nedbrytningen av melkesyre og dannelsen av propionsyre og eddik-
syre. Stgkiometriske beregninger viser at:

3 Mol melkesyre ——3» 2 Mol propionsyre + 1 mol eddiksyre + COZ+H20
Forholdet 2 mol propionsyre og 1 mol eddiksyre er det teoretiske.
Resultatene fra forsgket viste 2,01:1 etter 3 uker, 2,31:1 Pﬁﬁyﬁﬁ
etter 7 uker og 2,28:1 etter 11 uker. I et tidligere forsgk MO
som omfattet 256 oster, fant vi et gjennomsnitt pd 2,06:1). jﬂjﬁf&
Noks& nar det teoretiske. WOOD og WERKMANN har imidlertid

funnet forhold p& opptil 14,751.

Av figuren ser vi at det er dannet en viss mengde eddiksyre 1
lgpet av den forste uka. Omlag 1/3 av denne mengden stammer
sannsynligvis fra citratforgjeringen, mens resten skyldes

oxydativ spalting av pyrodruesyre og oksydasjon av acetaldehyd.

Ml. o,1N syre / 100g ost

110 7T Fig. 3.2.2. Omsetningen av laktose i
PRSIV F—
Jarlsbergost.
100 T
90 -+
80 =+ \¢
70 T
60 -+
50 —=
0 ® Propionsyre
40 e 2 X\
X Melkesyre
30 -+ @ g@Eddiksyre
20 ~+ //{g
10 + &—9@ /
e é - 4 3 I

7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
Dggn



Figur 3.2.1.

Propionsyregjaring med P.Shermani
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En del aminosyrer spaltes ogsd av propionsyrebakterier og gir
propionsyre som sluttorodukt. Et eksempel pad dette er alanin:

«2H O H,O 0
v 2

CH, * CH - C. = —-——=-- CH,* C - C” ==%- CH, + C - C  +NH
3 \ 3 m A} OH 3 " AS

Pyrodruesyren inngdr sa i skjemaet som vist i figur 3.2.1.
Ved sterk proteolyse vil derfor en del av propionsyren og edcCik-
syren stamme fra proteinet i osten og ikke fra laktatet, men

disse mengdene vil relativt sett vere smd i forhold til det

som dannes fra melkesyren.

3.3. SM@RSYREGJERINGEN 60’\@(‘5/]%_ - {J"Z (ub

I mange tilfeller inneholder melken et stort antall clostridier
Dette skyldes som regel d&rlig silofbér og darlig fjgshygiene.
Ved baktofugering kan disse fjernes og melken kan bli aksep-
tabel som ystemelk. Men i enkelte tilfelle vil vi likevel
f& en produksjon av smgrsyre og hydrogengass i den ferdige
osten. Denne gjaringen setter ofte inn péd et sent tidspunkt
og vi fir en est ost som fglge av den sterke gassdannelsen.
Osten far sprekker og en utpreget kvalm smak. Denne prosessen
kan hindres ved tilsetning av nitrat, til ystemelken. 15 g pr.
100 liter ystemelk er tillatt for enkelte ostesorter.

3.4. KARBONYLFORBINDELSER

Citronsyre er utgangsstoffet for en rekke karbonylforbindelser,
og det er av vesentlig betydning & kjenne til denne stoffom-
setningen fordi noen av de stoffene som dannes er sterke lukt-
og smaksdannere. Det dreier seg om stoff med forholdsvis labil
karakter som befinner seg i likevekt. Noen av komponentene

er i tillegg sterkt flyktige og dette gjpr det vanskelig a fa
kvantifisert de forskjellige komponentene til forskjellige

tider under citronsyvreforgjzringen. Figur 3.4.l.viser hvordan

spaltingen av Citronsyre foregar.
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Ved hjelp av spektrofotometri og gasskromatografi har vi
bestemt citronsyre, eddiksyre, diacetyl, ol-acetylmelkesyre
og acetoin til forskjellige tider under syrningsforlgpet

for forskjellige kulturer. I figur 3.4.2, gjengis resultatene
for A-5- kulturen.

Av skjemaet for citronsyreforgjeringen ser vi at for hvert

mol citronsyre dannes det ett mol eddiksyre. Analysene viste

imidlertid at vi fant noe mere enn den forventede mengden,
Q@ﬂwﬁﬂca 25% mere. I Jarlsbergost har en funnet de samme forhold.

I 1lgpet av den fgrste uken dannes det ca 10 millimol eddiksyre

pr. kg ost. Bare 1/3 av dette kan vare spaltet fra sitronsyren.

Den resterende mengden kan komme fra acetaldehyd eller pyro-

druesyre som dannes senere 1 sitronsyreforgizringen. Men den

kan ogsd komme fra heterofermentativ melkesyregjaring.

Diacetyl som er den sterkeste smakskomponenten i dette
skjemaet, er ikke helt lett & bestemme kvantitativt fordi

ol ~acetylmelkesyre lett kan dekarboxylere ved lav pH og
tilstedeverelse av 0, og danne diacetyl. En md derfor destil-
lere syrekulturen ved pH 6,6 og med Nj-gjennombobling. vVed &
ta disse forholdsreglene vil en fa den mest sannsynlige
diacetylverdien. e -acetylmelkesyren + diacetyl fdr en ved &
destillere ved pH 3,5 og boble gjennom 02. Diacetyl bestemt
pd denne mdten minus diacetyl bestemt ved pH 6,6 kan regnes

om tile -acetyvlmelkesyre. Av figur 3.4.2. ser en at mengde

diacetyl sammsvarer med mengde o ~acetylmelkesyre. De har
begge et maximum mellom 16-21 timer.el-acetylmelkesyren er da
bortimot 20 ganger stgrre. Ved 8 velge feil destillasjons-
betingelser kan en f& altfor hgye diacetylverdier. I likhet
med mange andre har vi ved tidligere analyser fatt tildels
hgge verdier av diacetyl i syrekulturen, opptil 10 ppm.
Senere analyser viste mellom 1 og 3 ppm.. Men en md regne med
at det fortsatt vil komme publikasioner hvor de ngdvendige
forholdsregler ikke er tatt. En melding av J. HILD s& sent
som i 1979 beretter om tildels hg¢ge diacetylverdier i Yoghurt
og Bioghurt. ~Metoden er basert pdgasskromatografiske analyser

av damprommet over kulturen. 30 minutters varming ved 60°C
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med O2 i nerheten og en pH mellom 3 og 4 vil utvilsomt danne
diacetyl fra o —-acetylmelkesyre.

Heldigvis er ikke diacetyl det endelige produktet, i sa fall
ville vi fatt produkter med alt for sterk smak. Diacetylet

reduseres til acetoin og videre til butandiocl som er smaklgst.

KJ Aceton forekommer i smd mengder i melken. I de fleste tilfeller
Gﬁhﬁq mellom 2 og 5 ppm. I de syrekulturene vi har analysert, har
MQJUA%ben ikke kunnet pavise noen stigning under syrningsforlgpet.
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4, OMSETNINGEN AV PROTETIN I OSTEN

4.1. PROTEOLYTISKE ENZYMER

Klassifikasjon av proteolytiske enzymer var lenge gjenstand

for diskusjon. Tidligere var denne basert p& stgrrelsen av

det molekylet som ble hydrolysert. De enzymer som hydrolyserte
proteiner som s&dan ble kalt proteinaser og de som hydrolyserte
peptider ble kalt peptidaser.l BERGANN (1942) hevdet at alle
proteolytiske enzymer hydrolyserte peptidbindingene og viste

at enzymets spesifikke virkning ikke bare var avhengig av
peptidkjedens lenade, men av enzymets affinitet til spesifikke
peptidbindinger, karakterisert ved aminosyrer i nabostilling
til bindingen og av spesielle Jjonegrupper i sidekijeder til

peptidkjeden.

F ¢lgende nomenklatur er vanlig brukt: \ ‘

1. Eksopeptidaser (peptidaéer). Ekso = utenpéa L 2nden

a) Carboxyveptidaser, de som hydrolyserer peptidbindingen
i nabostilling til alfa-karboksylgrupper i endestil-

ling av peptidkjeden.

b) Aminopeptidaser, som hydrolyserer peptidbindinger i

nabostilling til alfa-aminogrupper i endestilling av

peptidkijeden
al o) R3
HZN—C—C——N-C—C— N-C-COOH
1 T et i
HO}JHHO|HH
Carboxypeptidaser
Aminopeptidaser

c) Dipeptidaser
d) Diverse.

Endopeptidaser (proteinaser). Endo = inni. Annd Gmﬁ”‘otLt
Disse hydrolyserer sentrale, savel som terminale pepti-

bindinger i molekylet.



17

1l og 2 svarer omtrent til den tidligere definisjon av

henholdsvis peptidaser og proteinaser.

Endopeptidaser omfatter enzymer som pepsin, chymosin, trypsin
og chymotrypsin i mave-tarmkanalen hos mennesker og dyr,
vegetabilske enzymer som papain og ficin., intracellulare

enzymer som cathepsin og mange mikrobielle enzymer.

Mikrobielle proteinaser har vanligvis ikke den samme spesifitet
som enzymene i mave-tarmkanslen. Mange hydrolyserer bade
proteiner og peptider.

Dannelsen av proteolytiske enzymer er avhengig av at substratet
inneholder assimilerbare komponenter. Selv sterkt proteolytiske
mikroorganismer vokser ikke i substrat som inneholder bare
uomsatt protein som eneste N-kilde. Celleveksten vil
begynne ndr substratet tilsettes spor av assimilerbart nitrogen.
Cellene i podematerialet er g¢gyensynlig ikke i stand til &
syntetisere tilstrekkelig med. proteinaser ndr substratet er

fritt for assimilerbart nitrogen.

. s + -3 =
Metalljoner, spesielt Ca +7og Mg++ svnes a stimulere dannelsen
av proteolytiske enzymer, enten indirekte, ved & stimulere

celleveksten eller ved direkte virkning pd enzymproduksjonen.

t(E)Forgjgggg;g,kaxb@hydxaterhgﬁgpbstratet hemmer cellenes

\* produksjon av proteinaser. Hvorvidt effekten skyldes syredan-

nelser eller andre drsaker er ikke narmere kjent.

Ved siden av & hydrolysere peptidbindinger katalyserer de
proteolytiske enzymene visse overfgringsreaksjoner hvor

transpepdisering synes & vare en av de viktigste reaksjonene.

Eksempel:
Papain
N CO=-NH- -CO- 7N —NH-— -CO—- N
[Q CO-NH-CH,~CO NH2+H2N]|\) —_— ) CO-NH-CH,=CO N}k@ +NH
Benzoyl-glyzin-amid+anilin Er*’ Benzoyl-glycin-anilid +NH

De proteolytiske enzymene er aktive i surt, ngytralt eller
alkalisk miljg.

aidﬂd%ﬁmﬁﬂkiJeww’

Sulfohydryl-forbindelser som cystein og metalljoner som Mn++

’
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Zn++ og CO++ er de prinsipielle aktiveringsfaktorene for

proteolytiske enzymer. Aktivering ved metalljoner kan ha for-
skjellige forklaringer. Det reaktive systemet kan dannes ved
ah}mqnm?'%ga. . -

at (1) metalljonet danner kompleks med substratet, (2) med

enzymet eller (3) med enzym-substrat komplekset.

De aktuelle proteinspaltende enzymer i ost kan deles i tre
grupper etter opprinnelsen:

1. Originare proteaser i melken.
2. Tilsatte enzympreparater som lgpe, etc.

3. Mikrobielle peptidaser fra kulturorganismer og til-
feldig flora.

\ y .
Qeg er ikke funnek ap originaxe proteaser i/mEEken—sE;l&Eingsn
éé n ig o1l stings ziiZi\séiSJﬂ

\¥

ek Wy At o mmestotes ogt.
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4.2. OMSETNINGER AV KASEIN

Kaseinet, som utgjeér hoveddelen av melkens proteiner og er det
"egentlige"” osteprotein, har stgrst interesse i denne sammen-
heng, selv om det ved nye teknikker nd ogsd er mulig 3 produsere

oster med et visst innhold av serumproteiner.

Ensvmaktiviteten overfor de forskjellige kaseintypene Gy B- og

x—kasein varierer.

4.2.1. OMSETNINGER MED L@PE

L¢pe inneholder f@grst og fremst chymosin, pepsin og forskjellige

andre enzymer som kommer i ekstraktet under fremstillingen.

Chymosin er en endopeptidase som foruten & _koagulere melken
ogsd hydrolyserer det utfelte parakasein. AMUNDSTAD (1950)

fant et pH-optimum p& 4,9 - 5,1 ved 30°C n&r en 3% kaseinat-
oprlgsning ble nyttet som substrat. Optimum syntes gradvis a

forskvves mot hgyere pH ndr temperaturen ble senket.

Chymosinet spaltet kaseinet til vannlgselige protepser, peptoner
og peptider, men hydrolysen fgrte ikke til dannelse av frie
aminosyrer. AMUNDSTAD fant ikke pavisbare mengder amino-nitrogen
i reaksijonsblandingen. STADHOUDERS (1959) kom til samme resultat
i ystingsforsgk med Goudaost.

Tabell 4.2.1.1. Lgpemengdens virkning p& protein-hydrolysen

i ost. (STADHOUDERS, 1959).
. . 1)
Modningstid LN/TN% AN/TN%
Lgpemengde uker Albumcser og | Lavere peptider
peptoner og aminosyrer
3 16,9 3,1
1) 30 ml/100 1 melk 10 ; 25,3 7,1
20 31,2 9,2
30 ; 35,2 11,9
3 23,8 2,9
2) 120 ml/100 1 melk 10 E 37,9 é 7,1
20 : 42,3 9,1
30 | 46,0 | 12,0

1) Peptidene felt med fosforwolframsyre.
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Som vist i tabell 4.2.1.1. ¢gkte ostens innhold av l¢gselig nitrogen

med ¢gkende lgnekonsentrasjoner. Ostens innhold av amino-nitrogen

var det samme enten det var nyttet normale eller store lgpemengder.

En viss mengde lgneenzym vil imidlertid ogsd stimulere dannelsen
av lavere peptider, slik som vist av AMUNDSTAD (1950), tabell
4,2.1.2.

Tabell 4.2.1.2. Proteolytisk virkning av enzympreparat fra Sc.

cremoris stamme 24 D sammen med lgpeenzym.

(AMUNDSTAD 1950). Q%anchmt>¢uo Endwt-anzjﬁ"
oy ngaeexi%gwx -

LN/TN% AN/TN%

PH a b a+b a a+b

Bakt.- Logpe- Bakt-

enzym enzym enzym
5,25 11,50 38,00 48,10 3,15 8,52
5,55 15,90 37,30 52,60 5,50 13,15
5,90 20,00 29,00 53,00 7,05 15,55
6,25 22,60 19,80 49,30 8,75 16,65
6,60 22,30 12,40 39,40 8,20 12,03
6,95 17,50 5,00 32,40 7,22 9,63
Substrat: 3% kaseinatopplgsning. Temp.: 30°%. Tid: 10 dager.

En overdosering av lgpeenzymet vil imidlertid ikke gi noen tilleggs-
effekt utover den stimulans som oppnds ved normal dosering. En
overdosering av lgpe forer lett til opphoping av bitre peptider

i osten.

VISSER (1976) har beskrevet en metode for fremstilling av aseptisk

ost hvor effekten av lgpeenzymet kan studeres isolert.

Ved & redusere ystemelkens innhold av Ca og Mg til under 0,1%
(ionebyttefiltrering) koagulerer ikke melken ved enzymbehandling
med lgpe. Melken blir s& pasteurisert, kalsiuminnholdet justert og

varmet dielektrisk til 30°C for koagulering.

GRIPON et al (1975), fremstilte pd denne maten lgpneost uten

mikrobielle proteaser.
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Etter 40 dagers ning var det bare vesentlig hgymolekylare
peptider tilstede. Lgpen virket vesentlig pa aSI—kaseinet.
Etter 40 dggn fantes knapt uomsatt ogy tilbake, mens 65% av
g-kaseinet var intakt.
I Tilsiterost fant KLEPACKA (1976), at 28% av agp var omdannet
etter 1 uke, 50% etter 4 uker og 80% etter 5 maneder.
R-kasein etter 5 mdneder var bare 50% omdannet.
I ostekornene forekom Ggq i to fraksjoner med molvekt 38 000
og 25 000. 90% av den hggmolekylare fraksjonen var omsatt etter

4 uker mensden andre ble betydelig senere omsatt.

NOOMEN (1975) fant at melkeprotease omdannet B-kaseinet opptil

tre ganger sd raskt som o

C%kaﬂﬁ?ﬁ&z(%ﬂ?ﬂ?ﬁiF&@ﬁdﬁ,

I de senere 3r har orisen pd ldpeekstrakt fremstilt fra lg¢gpemaven

SI-kaselnet.

hos kalver ket vesentlig. Dette har fért til en sterkt interesse
for 4 fremstille alternative lgpepreparater. Forsgk har vist
at det er mulig & lage ost med god kvalitet dersom chymosinet

delvis erstattes med pepsin i forholdet 1:1..

Enzympreparater fremstilt fra muggsopp (Mucor pusillus og miehei
og Endothia parasitica) synes & gi bedre resultater etterhvert
som fremstillingsteknikken blir forbedret og ystingsteknikken
tillempes etter prevaratenes egenskaper. Som regel er enzymene
i disse preparatene mer aktive enn enzymene i det tradisjonelle
lgpeekstraktet, figur 4.2.1.1. Dette har ofte gitt seg utslag

i en mer eller mindre bitter smak i osten. For enkelte pre-

parater har en sgkt & rette pd dette ved & redusere enzymmengden
og kompensere den nedsatte lgpningsaktiviteten med tilsetning

av CaClz.
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Det kreves fortsatt omfattende forsgk med forskjellige osteslag
for en med sikkerhet kan si at en oppndr like gode resultater

med disse preparatene som med det tradisjonelle lgpeekstraktet.

Bruk av preparater fremstilt fra bakterier (B.subtilis, B.cereus,

B.polymyxa, B.megatherium) har forlgpig ikke kommet ut over

eksperimentstadiet.

& Onj, omme vl SHdere f’é_ A

Det har ogs& vert forsgkt & korte inn modningstiden ved & nytte
aktive proteinaser isolert fra planteriket (Papain fra carica
papaya, bromelin fra ananas, ficin fra fiken m.fl.). I de fleste
tilfelle har slike forsgk vert mislykket. _Proteolysen har blitt

for omfattende, med anrikning av intermediere spaltingsprodukter
til fglge. Osten har oftest fatt en mer eller mindre bitter

smak.

4,2.2. PROTEOLYSE VED HJELP AV MIKROBIELLE PEPTIDASER

Melkesyrebakteriene (tilsatt kulturer) har i denne forbindelse
stgrst interesse. Men i ost som er laget av upasteurisert melk ,
vil ogsd den originare flora spille en stor rolle. Eventuelle
termoresigtente peptidaser fra denne flora vil i alle fall ha
inflytelse pd8 proteinomsetningen i osten. For ost som er ystet
av upasteurisert melk, vil en kunne ha et celletall pad opptil
40-50 millioner pr. g, mens dette tallet vanligvis er mye lavere

for ost som er ystet av pasteurisert melk.

Blant melkesyrebakteriene har man generelt den sterkeste proteoly-
tiske aktivitet hos laktobasillene, men disse kommer neppe til
utvikling i ost ystet av pasteurisert melk og tilsettes derfor

i form av kulturer.

I kulturer av proteolytisk ~aktive melkesyresteptokokker kan en p&-
vise protein-spaltningsprodukter allerede i lgpet av de fgrste

24 timene av inkubasjonen.

De proteolytiske enzymsystemene i melkesyrebakteriene og andre
mikroorganismer som nyttes i osteproduksjonen er enda relativt
lite undersgkt, men intensiv forskning pagar. Melkesyre-
bakterienes evne til & produsere proteolytiske enzymer varierer

med artene og med stammene innen arten.
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Det er utfgrt mange undersgkelser over lagtobasillenes proteoly-
tiske egenskaper. I kalk-melkkulturer viser de som regel en
sterk proteolytisk aktivitet. I slike kulturer ndr celletallet

er meget hggt niva.

TER-KASAR'YAN (1974) fant at den proteolytiske aktivitet hos
Strept ckokker generelt bare var halvt sa stor som for
Lactobaciller, men det var store variasjoner stammer imellom.
SINGH & RANGANTHAN (1974) viste at den proteolytiske aktivitet
hos laktobasiller kunne ¢kes med 50-70% etter gammastriling.

Bkt @rod Bokasas ed Blwo g@r QRGNS |

Peptidaseproduksjonen minskes n8r mikroorgahismene ved siden av
protein har tilgang pa proteinspaltningsprodukter (peptider,
aminosyrer). Den optimale pH for enzymenes aktivitet ligger gjerne
omkring det ngytrale pH-omrddet, men sure og alkaliske peptidaser

forekommer ogsa.

RYMAZEWSKI & POZNANSKI (1970) behandlet forskjellige kasein-—
typer med vaskete cellesuspensjoner av S.lactis og S.lactis var.
diasetylactis ved forskjellig pH: 7,0, 6,0, 5,6 og 5,0.
(Fosfatbuffer ble nyttet).

Fgrstnevnte viste stgrst oroteolytisk aktivitet med hensyn pa
k—kasein, men var.diacetylactis hadde stg¢rst aktivitet pa

R-kaseinet.

Ved alle pH verdier viste var.diacetylactis stg@rre proteolytisk

aktivitet enn S.lactis.
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For peptidaser fra S.lactis og cremoris fant KRISHNA & DUTTA
(1974) den stgrste enzymaktivitet i omrddet pH 6,5 til 7,0.

Disse peptidasene viste preferanse for «-kaseinet.

KIKUCHI et al (1974) har ogsé& undersgkt proteolytiske enzymer
hos S.lactis og virkningen av disse p& helkasein. Etter en
innvirkning p& 80 timer ved 30°¢ og pH 7,0 var bare 12% av

kaseinet sd lite omdannet at det kunne koagulere ved pH 4,6.

Spaltningsproduktene bestod av peptider med molvekt under

1800 D + aminosyrer.

ARORA et al (1979) undersgkte intracellulare proteinaser
fra S.cremoris pd fglgende:

Substrater Enzymaktivitet x)
Helkasein 28
aq 35
B 10
K ' 30
Bovin serumalbumin 12
Hemoglobin 3
X)Enzymaktivite.ten er basert pd mdling av frigjort tyrosin ): Den

enzymmengde som gir TCA-lgselig fragmenter,tilsvarende 1 ug
tyrosin under gitte betingelser:

{Felling med TCA filtrering og tilsetning av fenolreagens etter
FOLIN & CIOCALTEAU. Blafargen ble bestemt spektrofotometrisk.

Tyrosinverdien er et mdl for aminosyrer og lgselige peptider

i 10% TCA-lgsning. Egentlig et mdl for cykliske aminosyrer.)
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CARINI (1968) identifiserte 20 arter gjer fra italiensk
Taleggio-ost som inneholdt >’ 80 000 gjer celler/g i det indre,
108/g p& overflata). Cellefritt ekstrakt av samtlige kulturer
viste st@grst proteolytisk aktivitet mellom oH 6 og 7 og mellom
30 og 45°C.

Proteolytiske enzymer fra gj®r, mikrokokker og B.linens spiller
en vesentlig rolle ved modningen av kittmodnete oster som
Tilsiter, Port Salut, Ridderost m.fl.

Proteinasene som dannes av grupper av D-streptokokkene (entero-

kokkene) er studert med Sc.liquefaciens som modell-organisme.

Organismen overlever lavpasteurisering og kan derfor vare arsak
til bitter smak i osten selv om ystemelken er  pasteurisert.
ZIMMERMANN (1964) fant at enzymet var et Zn-metalloenzym. En
ekto-proteinase ble isolert av Babel. Enzymet hydrolyserte
kasein. Omkring 80% av spaltningsproduktene var dialyserbare.
Enzymet var mindre aktivt mot lactalbumin og lactoglobulin enn

mot kasein.

For & gke innholdet av mikrobielle peptidaser i osten har det
vert gjort forsgk med a ¢ke celletallet bl.a. ved bruk av
konsentrerte kulturer (tabell 4.2.2.1.) .. En fremskyndet

autolyse har ogsd vaert forsgdkt ved lysozymbehandling av kulturene.

En kan pd denne midten f& en raskere modning, men metodene har

ikke kommet i praktisk anvendelse. ?ﬁ”ﬂi' 6&105“ﬁﬁf4"0§k7”g

Tabell 4.2.2.1. Celletallets effekt pa hydrolysen av kaseinet
i osten. Etter STADHOUDERS.

Ystemelken podet med 1% Ystemelken podet med 1%
Sc.cremoris (F7)-kultur Sc.cremoris (F7) inkubert
umiddelbart fg¢r lgpning. 10 timer ved 30°C og pH 6,6
for lepning.
Ostens
modning  LN/TN% AN/TN% LN/TN% AN/TN%
uker) ' '
2 16,3 2,7 25,1 9,6
15 35,5 9,8 44,5 14,7

30 43,2 13,8 50,3 19,0
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Leuconostoc har en varierende evne til & spalte protein. Denne
gruppen utgj¢r normalt bare en mindre del av mikrofloraen i

osten. Det er logisk & vente at deres proteolytiske enzymsystemer

har begrenset betydning for proteolysen i osten.

Foruten melkesyrebakteriene spiller ogsd andre organismer en

stor rolle for proteinomsetningen i enkelte ostesorter.

De proteolytiske enzymer som dannes av P.roqueforti har lignende

egenskaper som trypsin. Enzymet er aktivt ved pH 5,3 - 7,0 med
optimum omkring pH 6,0. Proteolysen av kasein er omfattende.
Det dannes betraktelige mengder aminosyrer og enkle peptider 1

forhold til de mer komplekse peptider. P.camemberti spiller en

avgjgrende rolle ved proteinomsetningen i Camembert og Brie.

GUEGUEN & LENOIR (1975) har undersgkt den proteolytiske

aktivitet hos 30 stammerav Geotricum candidum og 3 stammer

Geotricum gracile. Fgrstnevnte organisme kunne deles 1 to

grupper med hensyn.til proteolytisk aktivitet i det ca 75 %

av disse hadde en svakere vekst kombinert med mindre aktive
ekstracellulare proteaser (60-250 pg Tyrosin pr ml og time).
Resten av stammene hadde ekstracellulare proteaser med h¢g
aktivitet (350-650 pg Tyrosin pr ml og time). De 3 stammene av
G.gracile viste alle en sterk ekstracellular proteolytisk
aktivitet.

Stgrst enzymaktivitet for ekstracellulzre proteaser var ved

pH 5,5-6,0 og 55°C. Intracellulare proteaser hadde samme pH
optimum, men noe lavere temperaturoptimum (50-55°C). De
ekstracellulare proteaser var mer termolabile enn de intracellulezre.

Ingen sure proteaser er funnet.

LENOIR & AUBERGER (1977) undersgkte ekstracellulare proteaser
fra Penicillium caseicolum. To pH-optimum med hensyn til kasein
ble funnet ved pH 6,0 og ett ved pH 8,5-9,0. Den sure protease
hadde en molvekt p& 20 000 D. Optimal temperatur for dette
enzymet var 50°C men ble 100% inaktivert etter 1 time ved 55°¢.

Enzymet spalter bare til peptider og frigjgr ikke aminosyrer.

Enzymet er en endopeptidase av typen metalloproteaser. Inhiberes
bl.a. av kadmium og kvikksglv.
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Fra en blandingskultur kan det isoleres bade raske og langsomme

syredannere.

med aktiv syredannelse.

pe raske syredannerne synes ogsa generelt 4 vere de mest

Ystingsteknisk sett er det viktig & ha en kultur

aktive proteolyter, men en er i den senere tid blitt oppmerksom

pd at enkelte stammer med stor syrningsaktivitet kan vere
drsak til bitter smak.
<

endopeptidaser kan det anrikes polypeptider som gir bitter

smak i osten.

Na&r cellene mangler spesifikke

‘B4

Tabell 4.2.2.2. Etter CZULAK et al (1961).
Lgselig-N mg/100 ml Amino-N mg/100 ml
etter etter etter etter
pH 13 dager 40 dager 13 dager| 40 dager
Sc.cremoris HP
Bitter 15,97 34,60 2,80 4,58
5,6
Sc.cremoris RI
Ikke bitter. 16,18 35,90 2,90 5,62
HP 35,30 60,60 4,65 8,48
6,0
RI 33,34 61,50 5,60 11,47

Utilstrekkelig hydrolyserte polypeptider antas & gi bitter smak.
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4.2.3 Peptiddannelse.

I den senere tid har en viet peptidene stor oppmerksomhet.

Det har vist sea at enkelte peptider medvirker til det en kan
kalle grunnsmaken i en ost, mens andre peptider gir en bitter
smak, Det som er avgjgrende for smaken pd peptidene er antall

A(E%L aminosyrer som danner peptidene, hvilke aminosyrer det er,
rekkefglgen av dem og til slutt endegruppene i peptidene.

Det er nedlagt mye arbeid med & isolere peptidene og bestemme
hvilke aminosyrer som er tilstede og rekkefglgen av dem.
Saerlig gjelder dette de bitre peptidene.

HUBFR. & KIOSTERMEYER, 1974 isolerte et bittert peptid fra
Butterkdse (Italico) som viste seg & vare fragmentet 61-69-
sekvensen i @-kasein, nemlig Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-ASN-
Ser.

CLEGG et al. 1974, hydrolyéerte helkasein med papain og isolerte
et fragment av f-kasein, nemlig sekvensen 53-79,

GUIGOZ & SOLMS 1974, isolerte et dipeptid fra “"Alpeost" med
struktur: H-Leu-Try-OH. Terskelverdi for smak var 60 ppm eller
0,2 m Mol.

SPARRER & BELITZ 1975, isolerte to bitre peptider fra et kasein-
hydrolysat, behandlet med chymotrypsin og trypsin., Strukturene
var henholdsvis H-Val-Glu-Val-Phe-Ala-Pro-Pro-Phe-OH og H-Phe-
Tyr-Pro-Glu-Leu-Phe~CH.

CHEBOTAREV et al. 1975, undersgkte 37 forskjellige stammer av

P. roqueforﬁi m.h.p. dannelse av bitre kasein.nedbrytings-
komponenter og fant store variasjoner i denne egenskap. Enkelte
stammer produserte sterkt bitre komponenter, is@r sarmen med
lgpe. Andre stammer, som ikke var bitre, kunne ogsd cmsette
slike bitre komponenter til "smaklgse" fraksjoner.

SULLIVAN (1970) mener at den bitre smaken skyldes et cyklisk amid
med lactamstruktur som ble pavist ved hjelp av infrargd spektro-
skopi, N&r glutaminsyre, som er rikelig representert i kasein,
foreligger N-terminalt, kan en spontan cyklisering forekomme, fig.
4.2.3.1,
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Glutaminsyre
COOH
Tﬁz )
CHy cykliserina H,C \\\\C =0 bitter
> x / +.H,0
H NH -
HC-NH, /
éO-NH-R CONH-R
N-Terminal Hydrofob del
Hydrolyse | pyrrolidoncarboxyl peptidase
H)
C
7\
H2C C=0
\ I
HC — NH ikke bitter
C=0
| + NH,R
OH 2

Fig.4.2.3.1.

Han mener videre at pyrrolidonyl-pepsidase er

&rsaken til at det ikke oppstar bitre produkter. Men etter
at EXTERKATE& STADHOUDERS i 1971 paviste st@grre mengder av dette
enzymet i bitre enn i ikke bitre stammer, md en anta at det er

flere ting som kan spille en viss rolle i denne sammenhengen.

PELISSIER et al. (1974) behandlet kaseinfraksjonen o S, med
chymosin og fant 22 peptider. Spaltingen skjedde fortrinnsvis ved
karbonyl-gruppen til fenylalanin og leucin. Halvparten av
peptidene var bitre og felles for disse var at de var hydro-
fobe og at de inneholdt fenylalanin eller leucin.

BEHNKE & SCHALITONIES (1975) undersgkte 11 bitre peptider med
hggt innhold av hydrofcobe aminosyrer. De var svart stabile og
ingen av peptidene var cykliske. Arsaken til at de bitre peptid-

ene er stabile kommer sannsynliqvis av at de er hydrofobe og
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fettlgselige. De unndrar seg derved en videre spalting til ikke
bitre peptider. I en undersgkelse av 35 bitre peptider fant de at
aminosyrene valin, leucin og isoleucin var N-terminale grupper

og prolin og tyrosin C-terminale.

Det er tydelig at bittersmak i meieriprodukter forérsakes av
mange forskjellige peptider. En kan unngd bitre produkter ved

4 selektere og velae de rette bakteriestammene og bruke en
riktig dosering av lgpe. En del av lgperesubstituttene har ogsa
en tendens til & gi bitter ost. Ystningstekniske faktorer som

kan virke inn er ystemelkens pH. Lav pH gir mindre lgpe i

ostemassen og mindre bitre peptider. Hgy ettervarmingstemperatur

- h@? lﬁ@ivirker pd samme mdte. Derimot vil hgy modningstemperatur fremme
A_-ﬁ—h_.

- n/buu%l, st

—~ St

4.2.4.

SWZ o0

(.S
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‘bitter smak. Sterk salting reduserer bitter smak.

Frie aminosyrer.

Nedbrytingen av proteinet avsluttes vanligvis med de enkelte
aminosyrer. Konsentrasjoner av frie aminosyrer gker generelt med
alderen og den prosentvise sammensetning av syrene varierer fra
ostesort til ostesort. Med de forskjellige kromatograferings-
systemene vi har i dag, er det forholdsvis enkelt & fglge sammen-
setningen under modningen. I enkelte ostesorter gker mengden
jevnt og sikkert under lagringen. Andre sorter synes & na et
maksimum pd et visst tidspunkt, mens andre bare far en svert
liten gkning i innhold av aminosyrer. I noen oster spaltes amino-
syrene umiddelbart og danner andre forbindelser. I vare norske
ostesorter er det gjort lite pa dette omraddet. De frie amino-
syrene er av stor betydning for smaken. En blanding av de for-
skjellige aminosyrene i en viss konsentrasjon, gir det en kan
kalle grunnsmaken i osten, mens et stort antall andre forbindels-
er gir den enkelte ostetype dens sarsmak. De enkelte amino-
syrene er smaksbedgmt og fplgende grove inndelinger kan komme

til anvendelse: Glycin, alanin, prolin, serin og treonin smaker

mer eller mindre s@tt.

ILeucin, isoleucin, fenylalanin, tryptofan, arginin, histidin,

lysin og metionin smaker svakt eller sterkt bitter.
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Glutaminsyre er kjgttlignende, cystin smaker gummilignende,
tyrosin er nesten uten smak.

Sammensetningen av disse vil variere i de forskjellige ostene
og dermed ogsd grumnsmaken. Det er blant annet hevdet at et
hgyt innhold av prolin i Jarlsbergost er arsak til dens noe sgte
karakter.

Lgseligheten av aminosyrer er forskjellig og det kan vare av
alminnelig interesse & vite at f.eks. tyrosin er tungt lgselig

og vil derfor krystallisere ut og danne hvite prikker pd stgrrelse
med knappendlshoder. Dette opptrer fra tid til annen i vellagret

ost, serlig i sveitserOSt'«_;fifE{ll_

Ondannelse av aminosyrer.

Svart mange aminosyrer brytes ned eller bygges opp av mikro-
biologiske enzymsystemer. Men det er forelgpig f& undersgkelser
pd dette feltet. '

Dekarboxylering og deaminering.

Mange mikroorganismer fgrer aminosyredekarboksylaser. Men selv
amn osten inneholder mikroorganismer som fgrer slike enzymsystemer,
er det ikke sikkert at omdannelsen av aminosyrene finner sted.
Spesielle krav til miljget m& oppfylles for at mikroorganismene
skal formere seg i et tilstrekklig antall,og Qidere er enzym-
produksionen avhengig av bestemte miljpfaktorer. Enzymene er

~adaptive og produseres bare under bestemte betingelser, men det

er en lang rekke av bakterier som produserer enzymer som fgrer
til dannelse av histamin og tyramin. Ifglge RICE et al. (1976)
har fglgende arter tyrosindekarboksylaser: Pediococcus, Lacto-

bacillus, Streptococcus, Micrococcus, Proteus, Clostridium og

Escherichia coli.

Av mikroorganismer som fgrer histidin dekarbcksylase nevnes:

Escherichia coli, Streptococcus, Lactobacillus, Pseudcomonas,

Aercbacter, Clostridium perfringens, Proteus morganii, Salmonella

Shigella, Betabacterium og Eterobacter aerogenes.
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Det er ogsd vel kient at forskiellige muagg- og gjartyper
produserer forskiellige aminosyredekarboksylaser. Ved
siden av de dekarboksylerende enzymene finnes det ogsa
deaminerende. Deamineringen er ofte oxydativ og katalyser-
es av amino-oksydaser. I ost vil disse enzymene foreligge
i forskijellige konsentrasioner, og en mad regne med & finne
forskiellige sluttprodukter, alt etter hvilke enzymer som
er i dominans. Vi kan se hva som skjer med f.eks. tyrosin

ved forskiellige betingelser.

a) Dominans av tyrosindekarboksylase

CHZ—%H—COOH CH2—CH2—NH2
X\ W, 74 l
y AN
Tyramin |}
OH Tyrosin OH

b) Dominans av deaminase

CH,~-CH-COOE . CH,-~-C-COOH CH.,-C-COOH
2 1 - pz 2 " § 2 “
7 NH, / \| NE + H,0 V7 o # co,
_—> I —_—D l —_—
N\ N
OH OH OH
-C—-H H,-COOH
f 4? 2
© ox
_ox. ]
N\
OH
Red . p-hydroxyfenyleddiksyre
CHZ—CHZOH
rji:I
OH

Tyrosol
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Ved dominans av deaminase og aminosyre-oksydase dannes det syre
som sluttprodukt. T en del av de norske ostene forekommer det
en del isosyrer som stammer fra aminosyrer. Det er isosmgrsyre

som kommer fra valin,

CH3~?H2—$H—COOH —_— CH343H24300H+NH3+C02

I
CH, NH, CHy

Valin Isosmprsyre

Isovaleriansyre og anteisovaleriansyre fra henholdsvis leucin og
isoleucin finner vi fortrinnsvis i Pultost,G-amalost, Port Salut,
Ridderost, Tilsiter og Eddaost.Innholdet varierer med modnings-—
graden og kan komme opp i ca. 100 mg/100 g ost. Imnntak av iso-
syrene har imidlertid ingen negativ virkning, mens inntak av
histamin, tyramin og -fenyletylamin kan fgre til migrene. Iflg.
CHAZTOR et al. kan 3 nﬁ;ﬂifehyletylamin fremkalle anfall. Tyramin
og{?-fenyletylamin gker blodtrykket mens histamin virker dempende
pa blodtrykket; kapillarene utvides. Typiske reaksjoner p& over-
dosering av histamin er kvalme, brekninger, hodepine, og ogsd i
enkelte tilfeller smerter i brystet, vanskeligheter med & svelge
og oppsvulmede lepper. Toleransenivaet ligger iflg. JENISTEA pa
ca 5 mg. For de som er allergiske overfor disse stoffene vil det
vare av betydning & vite hvilke oster som inneholder s& mye amin-
er at de representerer et faremoment. Det foreligger en del
analyser over amininnholdet i forskjellige oster fra forskjellige
kanter av verden og i 1980 har H. EILERTSEN med sin hovedoppgave
"Biologiske aktive aminer i ost" frembrakt noen resultater for
spesielle norske oster. I tabell 4.2.5.1.1. gjengis resultatene for
aminer sammen med hvilke kulturer en nyttet og ogsd om vedkommende

ost til vanlig ogsa har isosyrer som stammer fra aminosyrene.
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Det er umulig & trekke helt klare konklusjoner av tabelleh
Men det ser ut til at de ostene som i tilleag til de

vanlige syrekulturene er podet med gizr, muqg og linens gir
tyramin 1 betydelice mengder. De samme ostene gir vanligvis
-0gsd isosyrer. En m& her stille spgrsmalet: "Er det
korrelasion mellom innholdet av tvramin og isosyrer, eller
er innholdet av syrer lavt nadr innholdet av amin er

hggt ?" Spgrsmél som vi hdper & fa klarhet i ved senere
forsgpk. Foruten i ost forekommer slike stoffer ogsé

i sjokolade og da s@rlig stoffet fenyletylamin som kommer

fra fenylalanin. O¢ det er en kijennsgierning at

sjokolade er en hyvprigere Arsak til migrene enn f.eks.
ost. En annen ulempe med aminene er at de er potensielle
reaktanter ved dannelse av nitrosaminer. Mitrosaminer

er som kjent kreftfremkallende. Dette yar bakgrunnen for

at man i sin tid fikk et midlertidig” forbud met bruk av
salpeter som ystingsteknisk hjelpemiddel,

En rekke undersgkelser over nitrosamininnholdet i for-
skjellige oster harﬂimidlgrtid vist at dette ligéer helt
ned mot péViSnipgégrensen oq viser ingen’relésjon_fi}’de
anvendte nitratmengder. Tilsetning av nitrat er derfor

godkjent med inntil 150 mg/kg ost for svakt syrnede lgpe.
oster.

4,2,5.2, Spalting av serin og treonin.

Disse aminosyrene for eliager i fri form i ost og er
spesielt lett foranderlige gjennom mikroorghnismer. I
en én maned gammel surmelksost fant Schormiiller at

ca 20% av innholdet av serin og treonin var omdannet
til alfa-amino-sm@grsyre og alanin:

THpT(H “COOR 5 cmy-cH-COOH
|

OH NH2 | NH2

CH3—CH—CH—COOH-———D- CH3—CH2—9H*COOH.
1

OH NH2 NH2
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En annen aminosyre, arginin

NH.

A\
C-N-CH,-CH.,-CH,-CB-COOH
) 2 2 2

H
NH NH,

er av spesiell interesse fordi mange har observert at

den har en ubehagelig bittersgt smak og er ansvarlia for

en unormal aromautvikling, SCFOFRMULLER undersgkte
argininomsetningen og fant at det var en rask omsetning

av denne aminosyren under modningen. Arginin spaltes

via citrullin oo ornitin til putrescin av arginindesimidase.

Citrullin er ogsd& funnet i ferskost.

4,2.5.3.8palting av svovelholdige forbindelser. PQGJ%AFUk‘hjt~_

De svovelholdige forbindelsene som forekommer i ost

stammer fra aminosyvrene cystin, cystein og methionin.

Cystein CH, - CH - COOH
I I
]x
SH NH,
Cystin COOH - CHB - CH, - § - §- CHy-CH - COOH
| H,
NH,
Methionin CH, - § - CH, - CH, - CF - COOH
i
.
NH,

Ut fra disse dannes det under forskjellige omstendicheter

H,S, CH,-€H, CH,-S-CH,, CH,-S-S-CH,, NH,, H,, CO, samt

O

CH3~S~CH2—CH2—C

/ \
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blokkerte frigjort H,8 s& det ikke fikk reagert med
mesityloxyd.

Transaminering.

Det er mange omdannelsesmuligheter for de frie amino-
syrene. De ketosyrene som oppstdr ved deaminering kan
dekarboxylere og gi monokarbonsyre, eller de kan inngé

i en transaminering og gi andre aminosyrer. Det er et
noksd komplekst system som foreligger og det vil vare alt-
for omfattende & komme inn pd alle de mulighetene som

er tilstede.

Men o -ketoglutarsyre spiller en sentral rolle 1 -denne
sammenheng. Den tar lett opp NH3 fra andre aminosyrer
og danner glutaminsyre. Generelt kan en sette opp

fplgende reaksjonslikning for transaminering.

RlCO-COOH + R2 gH-COOH —w Rl-CH-COOH + R2°CO-COOH
!

NH2 NH2
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4,2.5.5., STRECKER degradering.

En kjemisk syntese som bygger pad reaksjonen mellom en aminosyre
og et diketon eller en o{-ketosyre kalles Strecker syntese eller

Strecker degradering.

I J 18

Rl.gH.COOH + R2.CO.COOH — Rl.CHO + R

CH .COOH +CO:
NH, 3

2NH 2

Aminosyren I gar over til et aldehyd med et C-atom mindre. Keto-
syren II g&r over til & bli en oJL-aminosyre med samme antall C-atomer.
En har ikke p&vist at denne reaksjonen finner sted under ostemod-
ning, men det er sannsynliq at den forekommer. Melk som er eksponert
i sollys eller Uvdys vil i lgpet av kort tid f& det en kaller sol-
r&dahffsmak’ Dette skyldes at smd mengder methionin gdr over til methional.
T sm& konsentrasjoner € 1ppm har methional en viss ostearoma. Andre
aldehyder som er pavist er isovaleraldehvd. Dette stoffet finnes i
malt og er ansvarliqg for maltaromaen. Den kan v&re dannet ved en
Strecker reaksijon, men det er mere sannsynlig at det skier enzyma-
tisk. Isovaleraldehyd forekommer vanligvis i produkter der Strepto-
coccus lactis var maltigenes er tilstede. Dette er et aromastoff

som er ugnsket i meieriprodukter.

5. Omsetningen av Fett.

Melkefett er sannsynligvis det fettslaget som inneholder flest
forskijellige fettsyrer. Det er pavist over 60 mettede o« umettede
syrer fra C, til Cog- Fettet har en forholdsvis ngytral smak og

har den egenskapen at den mildner andre smakskomponenter. Ved siden
av dette har fettet en positiv virkning p& konsistensen i osten og

hindrer rask utte¢rring.

Fettet er imidlertid utgangsstoff for en rekke forskiellige kijemiske
komponenter, med sterk lukt og smak. Ved hydrolyse frigjgres fett-
syrene og setter smak pd produktene. et er sarlig de lavere mole-

kylere forbindelsene som setter preg pé& lukt og smak.
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Hvis konsentrasjonen blir for stor vil produktet smake harskt. De

frie syrene kan spaltes videre og gi

gutoksydasjon av umettede syrer oppstdr det aldehzder Dette er

stoff som smaker og lukter sterkt i svert sm& konsentrasjoner. I
tillegg til ketoner og aldehyder kan det oppstd estere mellom syr-
er og alkoholer.

5.1. Hydrolyse av fettet. iz « w —~*6L }CtLSHVLf

Triglyceridene er i ren form et forholdsvis stabilt stoff. Ved be-
handling med alkalier forsdpes det lett, mens det er langt mere be-
standig mot syre. I melk og melkeprodukter skyldes heller ikke
fettspaltingen ren kjemisk omsetning, men en enzymatisk prosess.
Melken har et innhold av orginere lipaser som spalter melkefettet.
Det ser ut til at den lipolyttiske aktiviteten er forskijellig i melk
for det enkelte dyr. Som et eksempel pé& dette kan vi vise til atadh_ap
geitmelk med sterk geitsmak hadde en gkning i frie syrer fra cﬂyr.
1,5 /ugml/ml til ca lol/aﬁmﬂjml mens melk med svak geitsmak kun

steg fra 0,8 til 1,5 pa 5 dager. De orginzre lipasene gdelegges
imidlertid ved vanlig lavpasteurisering og har derfor ingen betyd-
ning for hydrolysen av fettet i ost som er ystet av pasteurisert
melk. Den vil derimot vare av betydning for modningen av oster

som er ystet av upasteurisert melk. Melkelipasen synes & ha et
pH-optimum ved 8,5 - 9,0. Andre mindre markerte pH-optima er ogsé
observert. Dette kan tyde pa at melkens lipolytiske egenskaper
skyldes flere enzymer. Melkelipasen hydrolyserer en lang rekke

estere, men aktiviteten varierer med substratets sammensetning.

De ekstra-cellulare enzymene fra gram-negative, ikke sporedannende,
stav-bakterier er ofte meget varmeresistente. Mange av disse 1li-
pasene gdelegges ikke ved vanlig lavpaseurisering. Koking eller
autoklavering i kortere eller lengre tid vil i mange tilfelle

vere ngdvendig for & f& fullstendig inaktivering.

Enzymer fra den psykrotrofe floraen i tankmelk kan derfor fgre til

ugnsket fetthydrolyse i produktene.

Lipasene har varierende pH-optima, fra ca 7,0 og oppover. I surt

miljg er de lite virksomme.
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D-verdiene, d.v.s. tid i min. for 90% innaktivering av lipaser er

undersgkt for en stamme Pseudomonas og en stamme Micrococcus.

Resultatene er gjengitt i tabell 5.1.1.

Tabell 5.1.1. D-verdier for lipase ved forskjellige temperaturer.

Innaktiveringstemp. | Pseudomonas lipase| Micrococcus lipase
100°%¢ 51 min 9 min
120% - 5 min
140°% 3,8 min ~
160°C 1,3 min 1 min

Ved siden av & vare varmetolerante tdler de ogsé kjglelagring over
lang tid. Til eksempel fant en ikke noe avtagende lipaseaktivitet

for Pseudomonas etter fire méaneders lagring ved 4°¢

Lipaseaktiviteten er sterkt avhengig av vannaktiviteten og tempera-

turen. Figur 5.1.2.viser denne sammenhengen.

I enkelte ostesorter er det imidlertid ¢nskelig med en sterk fett-
spalting, f.eks. i Roquefort, Normanna, Camembert og enkelte andre.
En md da tilfgre ostemassen mikroorganismer som produserer lipaser.
De vanlige melkesyrebakteriene, propionsyrebakteriene, mikrokokkene,
coli og coryne bakterier har liten lipaseaktivitet. Lipolyttiske

egenskaper finner vi hos Serratia, Pseudomonas og Achromobacter.

Disse er arsak til lipolyse i ost.

Sterke lipolyttiske egenskaper finner vi i Penicillium roqueforti.

Den fgrer minst to forskjellige lipaser med optima pa henholdsvis
pH 6,0 og 7,5. Lipaseproduksjonen var stor ndr muggen ble dyrket
ved pH 7,0 og ved pH 8,0, mens ved dyrking i sur myse pH 3,5 - 6

var enzymproduksjonen svak. pH i Normanna og Roquefort ligger pa

6,0 i gjennomsnitt. Opptil 20% av fettet i disse ostene er spaltet.

I filtratet fra kulturer av Geotrichum Cardidum er det pavist en

lipase som er aktiv i1 pH-omradet 5,0 - 8,0 med optimum ved pH 6,0.
Enzymet er inaktivt ved pH 4,0 og blir ¢delagt ved pH 3,0.
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Figur 5.1.2
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Lipase fra Candida lipolytica hydrolyserer smgprfett over et vidt
pH-omr&de (5,5 - 7,2) med maksimal aktivitet ved pH 6,2 - 6,5.

Lipasepreparater fra C.lipolytica er forsgkt anvendt i ystingen

for & fremme fetthydrolysen under modningen. Det viser seg imidler-
tid vanskelig & kontrollere hydrolysens omfang. Som regel blir
osten harsk pd grunn av en altfor omfattende fettspalting. Lignen-
de erfaringer har en gjort i forsgk med andre lipolytiske enzym-

preparater.

Lgpeekstrakt har normalt bare en svak lipolytisk aktivitet. Men

lgpepasta og ekstrakter fra visse animalske kjertler Pankreas og
melkekjertelekstrakt fra ku, sau og geit er aktivt lipolytiske.
Slike preparater er ofte nyttet ved produksjonen av visse italienske

osteslag som Romano og Provolone.
5.2. ﬂ—oksydasjon av fettsyrene. -~ m_a/{.:)llcz}or‘\

I oster som inneholder mugg, gjar og cksydase-positive bakterier
finner en ved siden av frie fettsyrer ogsa metylketoner. Metyl-
ketonene dannes fra de frie fettsyrene under medvirkning av for-
skjellige enzymer. I Normanna-ost finner en forholdsvis mye
metyl-amylketon eller heptanon-2. Denne ketonen er dannet fra
kaprylsyren etter fglgende stgkiometriske formel:

0]

. 2
CHZ.CHz.CH2.CH2.CH2.CH2COOh ——9'CH3.CH2.CH2.CH2.CH2.C.CH3+C02+H20

O

CH3.

Dette er imidlertid bare utgangsstoffet og sluttproduktet. Fra syre
til keton er det en lang og komplisert veg, som sannsynligvis fglger
f-oksydasjonskjeden til det dannes ,ﬂ—keto—fettsyre—COA estere.
Fglges /G—oksydasjonen videre vil 2 C atomer spaltes av syren.
Ketonen som er dannet har bare et C-atom mindre. I det f@lgende

vises hvordan ketondannelsen foregar.
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43

, ' Thiokinase
CH3—(CH2)J CH2. CHZCOOH + ATP + COASH -y

CH3(CH2) . CH,.CH

.CO.5COA + AMP + PPi
4 :

L ' Q(A%l Lo (}

Denne reaksjonen gar over to trinn. Intermediart dannes kaprylyl-

2 2

AMP som deretter reagerer med coenzym A og frigjgrer AMP.

Trinn II, Dehydrogenering av kaprylylcoenzym A.

CH, (CH,) .CH,.CH,. CO . SCOA + FAD Dehydrggenase
4

CH3(CH2) .CH = CH.CO.SCOA+FADH2
4 —
P~ Cowul (00
Dehydrogenasen inneholder FAD som lett tar opp to hydrogenatomer og
reduseres til FADHZ. ‘

Trinn III, Hydratisering av kaprylenyl coenzym A

CH,.(CH,) . CH = CH . CO . SCOA + H,O Enoyl hydgatase
4

CH,(CH,) . CH . CH CO . SCOA
3 2
4 '
OH

2

Denne reaksijonen er stereospesifikk. Det er bare L-isomeren av

fA-hydroxy-kaprylyl - coenzym A som dannes.

Trinn IV, Dehydrogenering av ﬁ—hydroxykaprylyl - coenzym A.

Enzym

CH3 (CHZ) . CH ., CH2 . CO ., sCOA + NAD ———>»
4 OH
CHB(CH2) . C . CH2 . CO . S . COA + NADH2

Hydrogenakseptor ved denne reaksjonen er NAD og enzymet kalles
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8 - hydroxyacyl coenzym A.
Trinn V., Spalting av B - ketokaprylyl coenzym A

CHZ) . Co. CH, . CO . S8 . COA + SHCOA —>

CH
4 2

3(

CHB(CH2)4 . CO ., S5 . COA + CH3 . CO . S . COA

Resultatet av spaltingen ved hjelp av R-Keto-thiolase er acetyl

coenzym A og kapronylcoenzym A.

Trinn V i B-oksydasjonen vil forega pa en annen mdte i muggostene.
Sannsynligvis vil BR-ketokaprylyl coenzym A hydrolysere og gi coen-

zym -A og RB-keto oktansyre. B-ketosyrer er ustabile og vil de-

karboxylere spontant og vi far heptanon - 2. Denne vil til en
viss grad reduseres og gi sekundar alkohol heptanol - 2.
CHS(CH2)4 . CO .. ACHZ . CO . SCOA
+H20
CH,(CH,) . CO . CH, . COOH + COA . SH L
3 2 4 2
CH3. (CHZ)4 Co . CH3 + CO2 - J i
+ H2
CH

OH

Tabell 5.2.3. gjengir resultatene av undersgkelser vi har foretatt

pa Normannaost.



45

Resultatene viser at oksydasjonstilbgyeligheten er stgrst for
syrene med 6, 8, og 10 C atomer. Det er kun pavist smd mengder

av ketoner dannet av syrer med lavere eller hgyere antall C atomer.
Ketonene er svart utslagsgivende for aromaen i muggostene. Ved
siden av ketonene finner en sma mengder sekundazre alkoholer.

Disse dannes sannsynligvis av ketonene ved reduksjon og har nok

en viss betydning i aromasammenheng.

Tabell 5.2.1.

Oversikt over ostenes alder, poeng '), anmerkning, pH, saltinnhold, syretall og innhold
av de forskjellige ketoner og sekundaere alkoholer.

Sme
o %0 859 mg ketoner/200 g ost mg alkoholer/200 g ost
Pr::e— k5 gP - Anmerkning pH BZ"lt 4 g L:a =
4| & @ %" Cs Cq Cy |Cy=| Cu | Cs C: Cq Cqy
1 50 3,0 | Karvet, besk 6,60 | 3,54 | 18,13 | 0,35 262 | 869 | 0,63 | spor | spor | 0,30 | 1,06 | spor
2 63 4.0 B 575 | 3,54 | 14,40 | 0,26 0,96 2,04 | spor | spor | spor | spor | 0,26 | spor
3 78 3,5 | Litt muggen 6,65 | 3,22 | 20,90 | 0,96 586 | 14,78 | 1,71 | spor | 0,45 | 0,40 | 1,89 [ 0,50
4 82 3,0 | Darlig muggford. 590 | 3,07 | 22,90 | 0,58 6,56 | 1449 | 1,68 | 063 [ 0,13 | 0,36 | 2,61 | 1,16
5 85 2,0 | Smuldrer — — 22,70 (28,44 | 19,39 | 16,08 | 3,00 0,75} 1,41 | 0,70 | 0,57 | spor
6 85 3,5 | Ujevn muggford. 535 | 3,19 | 21,37 | 069 | 7,41 |1580 | 1,97 | 0,87 { 0,13 } 0,40 { 1,81 | 0,52
7 89 3,5 P 6,60 | 4,94 | 10,62 | 0,28 2,90 8,46 | 1,18 [ spor { 0,52 | 0,68 | 2,19 | 1,40
8 90 4,0 R 5,70 | 3,98 | 22,90 [12,52 | 16,54 | 19,14 | 3,70 1,11 ] 1,66 | 0,65 | 2,30 | 0,58
9 91 4.0 — — —_ 35,73 | 7,18 | 13,09 | 17,17 | 2,74 | 1,04 | 0,88 | 0,70 1,72 | 1,00
10 120 3,5 . —_— 6,80 | 4,02 | 13,05 | 0,36 2,52 984 | 0,89 { spor | 0,34 | 0,26 | 0,95 | 1,41
11 121 3,0 | Besk, litt &pen 595 | 4,26 | 13,92 | 0,51 4,05 812 | 1,27) 0,10 | 0,36 | 0,93 | 1,07 | spor
12 155 3,5 —— 6,55 | 4,08 | 26,27 | 0,41 2,48 809 | 089 | spor | 0,14 | 0,35 | 0,81 | 1,24
13 310 3,0 — 6,15 | 4,26 |1 20,29 | 2,12 13,21 [ 2548 } 4,04 | 1,21 | 0,38 | 0,96 3,04 | 1,36
14 310 2,0 | Blat, salt 5,80 | 4,50 | 27,54 | 1,74 5,19 7,36 | 0,95 | spor | 0,36 | 0,10 | 0,80 | spor
15 337 3,0 —»— 5,45 | 3,55 | 26,74 110,82 | 17,64 | 2651 | 484 | 1,75 | 1,72 | 0,96 | 2,63 | 1,25
16 340 3,0 | Hvitt rand, Apen 5,70 | 3,85 | 20,23 | 6,58 117,70 | 28,94 | 4,69 | 2,62 | 0,61 | 0,57 1,53 | 0,75
17 350 1,0 | Kvalm, &pen 590 | 2,93 | 36,96 | 2,62 1,75 1,19 | spor | spor | 0,80 | 0,18 | 0,63 | spor
18 360 3,0 | Kornet, salt 545 | 4,96 | 37,83 | 0,32 8,80 31,41 | 451 | 4,06 | spor | 0,89 | 2,32 | 1,99
19 a2) 118 3,0 | Blet, uren 6,10 { 3,92 | 23,17 | 1,78 2,78 1,98 | 0,37 | spor | 0,69 | 0,15 | 0,51 | spor
19b 118 3,0 6,50 | 4,27 | 14,24 | 1,15 1,80 1,39 | 0,33 | spor | 0,43 | 0,10 | 0,45 | spor
20a 145 3,0 | Blet, salt 5,80 | 3,70 | 34,18 | 0,55 1,30 0,97 | spor | spor | 0,59 | 0,13 | 0,60 [ spor
20b 145 3,0 | Lite aromatisk 570 | 3,54 | 19,97 | 1,28 1,43 0,79 | spor { spor | 0,93 | 0,12 { 0,46 | spor
21a 150 3,5 | Smuldret, salt 6,10 | 4,74 | 19,72 | 3,89 | 11,57 | 16,30 | 2,64 | 0,98 | 0,26 { 0,56 | 1,08 0,71
21b 150 3,5 6,25 | 3,74 | 11,36 | 3,29 | 9,51 | 1440 | 2,23 | 1,01 | 0,26 | 0,57 | 0,89 | 037
22 a 380 3,0 | Besk 6,056 | 3,36 1720} 064 | 7,93 {1990 | 3,15 | 0,90 | 0,30 | 0,42 | 2,08 | 2,46
22b 380 3,0 6,40 | 3,66 | 13,33 | 1,74 | 10,02 [ 13,56 | 3,07 | 0,63 | 0,93 | 0,47 | 1,82 | 0,80
Middel 6,05 | 3,87 | 21,76 | 350 | 7,50 | 12,80 | 1,94 | 0,68 | 0,54 | 0,45 | 1,39 | 0,67

1) Karakterskala fra 0—5 med 0 som dérligste poeng og 5 som swrdeles godt.
2) a —kjerne
b =overflate
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6. HIPPURSYRE OG BENZOW®SYRE,

Gjennom féret tilfgres kua smd mengder benzoesyre. Denne av-

giftes ved hijelp av glycin etter fglgende reaksjonsskjema:

‘/\\coomNHZ-CHZ-COOH — lr\jCO'NH'CHZ-COOH+ H,0
v v

Benzoesyre Glysin. Hippursyre

Mesteparten av hippursyra skilles ut, men noe gar over i melken.
Ved syrning med melkesyrebakterier oppstar et enzym, hippuricase,
som er i stand til & spalte hippursyre til benzoesyre og glycin.
Som en fplge av dette vil alle syrnede melkeprodukter inneholde
benzoesyre. Benzoesyre er et vanlig konserveringsmiddel som har
vaert brukt i mange a&r. I den senere tid har en del land stregket
benzoesyre av sine lister over godkjente konserveringsmidler.
Dette fgrte i sin tid til problemer med eksport av mysost til
Japan. Mysosten inneholdt til dels store mengder benzoesyre, og
de japanske helsemyndigheter regnet med at vi tilsatte benzoesyre
som konserveringsmiddel. De ville stoppe enhver import av mysost
og dumpe 200 tonn som 1& pd lager i Japan. Som en fglge av dette
ble melk, myse og mysost undersgkt med hensym pa naturlig innhold
av hippursyre og benzoesyre. Undersgkelsene visﬁe at det natur-
lige innholdet av hippursyre i melk varierte svart med arstidene.
Om vinteren var innholdet lavt, ca 15 p.p.m.. Om sommeren steg

innholdet til 45 p.p.m.

Ved syrning av melken ble hippursyren spaltet i lgpet av 6 - 9
timer, fig. 6.1.

Arsaken til de hgge verdiene av benzoesyre i mysosten skyldes en
for lang henstandstid av mysa fgr den ble dampet inn. Etter disse
undersgkelsene hvor vi paviste den stgkiometriske sammenheng mel-
lom naturlig innhold av hippursyre og avspaltet benzoesyre kunne
eksporten fortsette, under forutsetning av at vi ikke overskred

en grense pa 100 p.p.m.



Figur 6.1.
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Vekstkurver for bakteriene ved 21° C over. Hydrolyse av hippursyre
under. A: Sterilmelk. B: Sterilmelk podet med DL-syre. C: Sterilmelk podet med
DL-syre og propionsyrebakterier. D: Sterilmelk podet med propionsyrebakterier.






