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A mésodiagos proteolizisnek meéretkizarasos kromatografiaval és fotometrias
(trinitrobenzolszulfonsavas) mdédszerrel nyert adatainak alkalmazhatdsagat
tanulmanyoztuk a magyar Trappista sajt érettségi allapotanak jellemzésére. A
proteolitikus jellemzdket a sajt érlelési és eltarthatésagi ideje alatt hataroztuk
meg, hogy dsszefliggést taldljunk az adatok valtozasa a sajt kora és érzékszervi
tulajdonsagai kézott. A vizsgalatokba 5 gyartasbdl szarmazé Trappista
sajtmintat vontunk be, melyeket beltartalmi és érzékszervi modszerekkel
mindsitettlink. A proteolitikus adatokat egy- és tobbvaltozés modszerekkel
értékeltik. Tatdltunk olyan a sajt koravai korrelacidba hozhaté jellemzéket,
melyek érési indexként felhasznalva értékes adatokkal szolgdl a magyar
Trappista sajt érettségi allapot jellemzéséhez.

Bevezetés

A magyar Trappista sajt hazankban az egyik legnépszertibb tehéntejbdl késziilt
félkemény sajt, torténelmi tejtermék, Hungaricum [1,2]. Tulajdonsagairdl mar
korabban beszamoltunk [3]. A termékmindség leirasa, meghatarozasa mindségi
jellemzok segitségével térténik. A sajt mindsitésében az &sszetétel és az
érzékszervi analizis mellett jelentdsséggel birnanak olyan analitikai
modszerekkel meghatarozott mindéség mutatok, érettségi allapotjelz6k, melyek
kiegészitd informaciot adnak a sajtmindsitésben. [4]. A legtdbb kemény és
félkemény sajtnal a proteolizisre vonatkozé vizsgélatok az érettség mértékének
legaltalanosabban hasznalt jellemzdje [5, 6]. A proteolizis becslésének
médszereirdl, az utébbi idében szédmos 6sszefoglaldo munka jelent meg [7, 8, 9).
Rank Grappin és Olson [10] a proteolizist két szakaszra osztottak, elsddleges
és masodlagos proteolizisre. A masodlagos proteolizis érési indexként vald
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alkalmazasa magaba foglalja a sajt nitogéntartalmi vegylleteinek (peptidek,
fehérjék, aminosavak) elvalasztasat, mennyiségi meghatarozasat és
jellemzését. A  vizoldhaté  frakcioban a szabad aminocsoportok
meghatarozhatok trinitro-benzolszulfonsav (TNBS) reagenssel. A fotometrias
modszer egyik tovabbfejlesztett valtozata Polychroniadou eljarasa [11]. Melyet
sikeresen alkalmazott Feta és Telemea sajtra [12). Az utdbbi idében a sajt érés
kutatas teriiletén tobbvaltozéos modszereket (fSkomponens analizis,
diszkriminancia  analizis) alkalmaznak a mindsitéshez felhasznalt
nagymennyiségli adat értékelésére [13, 14, 15]. Ruiz és munkatarsai
tébbvaltozés modszereket haszndlt a Manchego sajt kordnak becslésére a
kémiai 6sszetétel és a proteolitikus adatok felhasznalasaval [16]). Bar a
proteolizis tanulmanyozasanak hatalmas irodalma van a vizsgélt sajtok koére
Iényegesen kisebb, és az eredmények részben specialisak a sajttipusra.

Munkankban célul tlztlk ki a magyar Trappista sajt méasodlagos
fehériebomiassal keletkezd, proteolitikus jellemzdinek meghatéarozasat,
Polychroniadou [11 moddszere és a vizoldhatd frakcié gélkromatografias
analizise (HPSEC) alapjan, a célbdl, hogy ésszefiggést keressink a sajt kora,
érettségi dllapota és a proteolitikus jellemzék valtozasa kdzétt. A sajtok
mindsitését a beltartalmi Gsszetétel, a termékszabvany szerinti érzékszervi
mddszer, valamint az érettségi allapotra kidolgozott [17] pontozasos érzékszervi
modszer alapjan végeztik el.

1. Anyagok és médszerek
1.1 Vizsgélati mintak

Vizsgalatainkhoz a nyers, korong alaku egész (kb. 1 kg-os) Trappista mintakat a
Tolnatej Rt. Szekszardi Sajtizeme bocsatott rendelkezéslnkre. A sajtmintak a
vizsgaléhelyen érleltik és taroltuk a gyari paraméterek szerint 7°C -on. Az érés
és eltarthatosagi idé alatt bekovetkezd valtozadsok kovetése céljabdl
alkalmanként egy mintat vizsgaltunk. A minték kora: érlelési szakaszban: 3; 7;
14; 21 nap, az eltarthatosagi id6 alatt pedig: 28; 42, 56, 70 nap volt. A teljes
mintaszam: 5 gyartasbol szarmazd 6sszesen 40 minta.

1.2 Vizsgélati médszerek

Sajtok minédsitése

A mintak beltartalmi jellemzéi k6z(l nedvesség- [18], zsir- [19], sétartalom [20]
meghatarozasat a magyar szabvany eléirasai szerint, a fehérje tartalmat [21]
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AOAC moddszer szerint végeztik el. Az érzékszervi vizsgalatok leirasardl és
kértulményeirél mar kordbban beszamoltunk [3, 17].

1.3 Proteolitikus jellemz6k meghatarozasanak modszerei

Szabad aminocsoportok meghatarozésa trinitro-benzolszulfonsavval

A sajtok szabad aminocsoportjainak mennyiségét Polychroniadou médszere
szerint hataroztuk meg. A reakciét kilénb6zé extraktum mennyiségekkel
(eredeti (0.5 cm®), és mddositott mennyiség (0.3 cm®) végeztik, hogy a telies
idéintervallumban a Lambeer-Beer térvény linearis tartomanyaban mérjunk. A"
vizoldhat6 frakcid szabad aminocsopot mennyiségét, vele egyenértéki glicin
koncentracioban  fejezttk ki. A  modszer teliesitményjellemzdinek
meghatarozasahoz a kalibracios vizsgalatot valamint a vak érték atlagat és
szdrasat hataroztunk meg [11].

1.4 Vizoldhaté frakcid analizise méretkizarasos kromatografiaval

Vizoldhaté frakcid kinyerése

A minta el6készitését méretkizarasos kromatografidhoz Kaminogawa [22]
mddszere szerint végeztik. A kinyert vizoldhato frakciét liofilizaltuk.

Az elvalasztas kériilményei

A liofilizalt mintakbél 20 mg/cm® oldatot készitettiink, oldészerként a natrium-
lauril-szulfat  (SDS) tartalmi eluenst alkalmazva. A  méretkizarasos
kromatografidt VARIAN LC STAR rendszeren végeztik. Az alkalmazott
egységek: nagyteliesitményl szivattyld (9012), automata mintaadagold (9100),
diddasoros detektor (9065). Az oszlop Spherogel TSK 2000 SW (Beckmann,
Japan) (7,5x300 mm, 10um). Az eluens 0,2 M NaH,PO, pH6,8+ 2%SDS, a
térfogataram sebessége: 1,00 cm*/perc injektalt minta térfogat: 20 mm?®. Az
eludtum fényelnyelését; 190-367 nm-es tartomanyban kovettik nyomon. A
rendszer vezérlését, és az adatok értékelése Varian Star 5.3 software-rel
végeztik. A maddszer teljesitményjellemzbinek meghatarozasahoz (oszlop
hatékonysag, szelektivitas, a frakciék atlagos moltdmege) kalibraciés méréseket
végeztink Pungor szerint [23].
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1.5 Az adatok értékelésének modszerei

A HPLC kromatogramokat Varian Star 5.3 software-rel végeztik el. A vizsgalati
eredményeket egy- és tébbvaltozos matematikai statisztikai moédszerekkel
(variancia-, regresszié-, fokomponens- és diszkriminancia analizis) elemeztik
[24, 25].

2. Eredmények és értékelésik

2.1 A sajtok mindsitése

Amint korabban mar beszamoltunk [3, 17] a mintak beltartaimi 6sszetétele és az
eltarthatésagi idoben termékszabvany szerint meghatarozott érzékszervi
pontszamai alapian megfeleltek a kévetelmeényeknek. Az (zemi és a sajat
mindsités alapjan a termékek az érési idd elteltével "kivald" mindségliek voltak
(érzékszervi mindsités sulyozott dsszpontszam atlaga: uzemi: 17,85 (széras:
0,39); sajat. 18,06 (széras: 0,79). A pontozasos érzékszervi modszerrel nyert
adatok az eltarthatdsagi idében 6! korrelaltak a szabvanyos eljarassal kapott
érntékekkel [17].

2.2 A proteolitikus jellemz&k értékelése
2.2.1 Az alkalmazott médszerek teljesitményjellemz6i

Szabad aminocsoportok meghatérozdsa trinitro-benzolszulfonsavval

A szabad aminocsoportokkal egyenértéki glicin koncentraciét kalibracios
méréssorozattal hataroztuk meg. Az abszorbancia (Y) és glicin koncentracié (X)
kozotti oOsszefuggés: Y= 2,452x—0,0147 SE=0,0217 r=0,8989 n=16. A
kalibracios mérés alapjan a fotometrids modszer érzékenysége 2,452
abszorbancia / mM dm™ glicin. A parhuzamos mérések alapjan a vak értékek
abszorbancia atlaga és szérasat figyelembe véve a kalibraciés mérés alapjan
kiszamoltuk a detektalasi hatart és a modszer pontossagat [26]. Detektalasi
hatar: 0.029923 mM/dm® glicin, Pontossag: 0.0037 mM/dm® glicin.

2.2.2 Vizoldhaté frakciok analizise gélpermeaciés kromatograffal

A kromatografids oszlop kizarasi térfogata=550 cm®  &teresztési

térfogata=13,75 cm®. Méltémeg becslés ellcios térfogat alapjan:
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InMt = A+B*Ve A=13,463, B=-0,446 r= -0,980, SD = 0,213, n = 6, p = 0,00057,
Molekulatomeg szelektivitas =2,242. Moéltdmeg becslés megoszlasi allandd
értekébdl: InMt = A + B * K(sec), A=11,012, B=-3,1165, r = -0,980, SD = 0,213, n
=6, p=0,00057.

2.2.3 A sajt kromatogramok értékelése

A Trappista sajt kromatogramokat az aromas aminosavakra jellemzé
hulldmhosszon (278 nm) értékeltik. A Trappista sajt kromatogram, a tébbi
félkemény sajthoz hasonléan [27] karakterisztikus volt. Az érettségi idé
ndvekedésével a cstcsok szama 3-t6l 5-ig valtozott. A kromatogramok
dsszehasonlitasa és az eredmények matematika statisztikai értékelhetésége
céljabo! felhasznaltuk a HPLC értékelési lehetéségét, amely a csucsokat
csoportokba soralja bizonyos esetekben sszeolvadd vagy elvald cslicsokat egy
egységként kezeli. Négy csoportot kdlénboztettink meg, amelyek atlagos
moltbmege a  kovetkezd: 1. frakcid =29,0kD, 2. frakciéo=15,8 kD;
3. frakcio= 10,6 kD, 4. frakcio=8,5kD. A 15,8 kD-os 2. frakcié a mintdk egy
részéneél hianyzott. (A Trappista minta egy jellegzetes kromatogramja az 1.
abran lathato.) A kromatogramokat a szazalékos terlletaranyok, és az egyes
frakciok szazalékos terilet aranyai (1:3, 1:4 frakcié aranyok) alapjan
hasonlitottuk dssze. :
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1. abra. Trappista sajt kromatogram
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2.2.4 A proteiolitikus jellemzok értékelése fokomponens analizissel

A 40 minta proteolitikus jellemzdinek felhasznalasaval fékomponens analizist
végeztiink a szazalékos ter(letaranyok (1. frakcid, 2. frakcio, 3. frakcio 4.
frakcid, 1:3, 1:4 frakcio arany) és a fotometrids adatok bevonasaval. Az egyes
fokomponensek sajat értékeit (1), varianciajat és kommunalitasat (%) az
|.tablazat tartalmazza. A fékomponens sulyokbdl megaéliapitottuk, hogy az elsé
fékomponenst a fotometrias adatok, az 1. és 4. frakcié szazalékos tertletaranya
és 1:3, 1:4 frakcid arany hatarozta meg kozel azonos mértékben. A masodik
fékomponenst pedig els6sorban a 3. és kisebb mértékben a 4. frakcio
szazalékos teriilet aranya. Az els6 két fékomponens jelentdségét a sajat értékek
nagysaga is alatdmasztotta [28].

I tablazat. A proteolitikus adatok fékomponens analizisének jellemzéi

Trappista
fékomp. A variancia h2
szama %
1 5,21 65,22 65,22
2 1,28 16,03 81,26

2.2.5 A gyartastol eltelt idé becslése proteolitikus jellemzékkel

Becslés az els6 fékomponens segitségével

Az el6zd fejezet szerint meghatarozott elsé fékomponens felhasznalasaval a
sajt kora (nap) becsilhetd volt, a becsld egyenlet linedris regresszioval adhatd
meg (Y = 29.87+7.95PC1, r=0.813, SE=13.04 n=158). A becslés hibajara
kapott viszonylag nagy érték (13,04 nap) ezént az eredeti valtozdk
felhasznalasaval probaitam pontosabb becsiest adni.

Becslés eredeti valtozékkal

L épésenkénti valtozo szelekcidval kivalasztottuk azokat a jellemzoket, melyekkel
a gyartasto! eltelt idd becslihetd. A szdzalékos terliletaranyok és a fotometrias
adatok felhasznalasaval a gyartastdl eltelt id6 az alabbi egyeniet szerint
becsiilnetd: Y= -1,077x1-0,2247x,+12,316x3+11,201x4+114,029xs ahol; Y= a
gyartastol eltelt id6, x,=az 1. frakcid szazalékos terUletaranya, x;=a 4. frakcio
szazalékos teriletaranya, xs=az 1. és 3. frakcid szazalékos tertletaranyanak
hanyadosa, xs=az 1. és 4. frakcid szazalékos teruletaranyanak hanyadosa,




BARANE et al.: A Trappista sajt minGsitésére, érettségi allapotanak jellemzése
alkalmas masodlagos proteolitikus jellemz6k megallapitasa tébbvaltozés
modszerekkel

xs=fotometrids adatok {moédositott eljaras). A becsiilt és a mért értékek kozotti
Osszeflggés a 2. abran lathatd. A Trappista mintaknal a becslés pontossaga
5,85 nap, ami a teljes idéintervaliumra szamitva kb. 8% -nak felel meg. Tehét a

becsulheté volt, ami hasonldsagot mutat Ruiz [16] eredményeivel.

Trappista sajt koranak becslése eredeti
valtozokkal

(n=160, SE= 5,85 R%=0,9764)

Becsult érték

1dé (nap)

2. abra. A Trappista sajt koranak becslése proteolitikus jeﬂemzékkel

2.2.6 A proteolitikus jellemzék és az érettségi dllapot kézotti 6sszefliggés
tanulményozasa

A sajtmintak érettségi allapotat az érési és az eltarthatosagi idében az érettséqi
allapot mindsitésére kidolgozott pontrendszer [17] segitségével mindsitettik, A
kilénbozd érettségi allapotl mintakat érzékszervi Osszpontszamuk, és a
gyartastdl eltelt idé figyelembevételével négy csoportba (nyers
6sszpontszam<10, félérett, o6sszpont: 10-17, érett: &sszpont>17, talérett
dsszpont<17) soroltuk. Az elsé két fékomponens varianciaanalizisét elvégeztik
a mintak érettségi allapota alapjan. A kilénbozd érettségi allapotu mintak elsé
két fokomponense Trappista sajtnal szignifikansan eltért. (3. abra).
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3. abra. A proteolitikus jellemz6kbdl képzett elsd két fokomponens érettségi
allapot szerinti variancia analizise

Trappista sajt egyes proteolitikus

jellemzéinek

3.

‘frakcié szazalékos

terlletaranya, az 1 és 4. frakcid szazalékos teriiletaranyanak hanyadosa és
fotometrias adatok) bevonasaval diszkriminancia analizist végeztlink, “hogy
megallapitsuk eredeti valtozok segitségével a mintak kozott érettségi allapot
szerint van-e szignifikans kltonbség. A vizsgalati minték feltételezett csoportjai
és a mintak diszkriminalé egyenletek segitségével becsiit csoportjai kéz6tti
kapcsolat a Il. tablazatban talalhato.

Il. tablazat. A kilonbozo érettségil Trappista mintak feltételezett és a

diszriminalé egyenlettel osztalyozott csoportjai

Becsdit Eredeti csoportok (szam, szazalék)

csopor-

tositas 1 2 3 4
1 37 (92,50) | 3,00 (7,50) 0,00 0,00 0,00 0,00
2 1 (3.40) | 27,00 (8438)| 400 (12,50)| 0,00 0,00
3 0 0,00 17,00 (28,33)| 3900 (65,00)| 4,00 (6,67)
4 0 0,00 0,00 0,00 400 (14,29)] 24,00 (85,71)

A nyers- félérett és a tulérett minték esetén a diszkriminalo egyenletekkei kapott
csoportok tébb mint 84%-ban megegyeztek az eredeti osztalyozassal. Az érett
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mintak esetén ez az arany rosszabb, csak 65%. Az érett mintak egy része
proteolitikus jellemzdik alapjan a félérett ill. a talérett kategoridba esett.

A diszkriminancia analizissel megallapithaté, hogy a proteolitikus jellemzék
alapjan az érzékszervileg kivalé mindségii sajt nem hatarolédott el félérett és a
tulérett csoporttdl.

Megallapitasaink a kévetkezbk:

s A vizoldhaté frakcid kromatogramjai a Trappista sajtra karakterisztikusak
voltak.

» A proteolitikus jellemzék korrelaciéjuk alapjan két fékomponens valtozéva
dsszevonhatok, a fékomponens sulyok értékeit figyelembe véve
megallapitottuk, hogy a jelentds fékomponenseket tilnyoméan mely eredeti
valtozdk hataroztdk meg.

s Az elsé fokomponens értékébdl a Trappista sajt kora linedris 6sszefiiggés
szerint becsilhet6 volt.

o Léteztek olyan az érettségi allapot mindsitésére felhasznalhaté proteolitikus
jellemz6k, melyek segitségével a gyartastdl eltelt id6 tobbvaltozds lineéris
regresszioval szintén becsulhetd volt.

o Az érettségi allapot jellemzésére kidolgozott pontozasos érzékszervi
modszerrel csoportokat (nyers, félérett, érett, tliérett) képezve, az els6é két
fokomponens érettségi csoportok szerinti variancia analizise alapjan
megallapithaté, hogy Trappista sajtnal a kllénb6zé érettségi allapotu mintak
atlagértékei szignifikansan eltértek egymastdl.

e Az eredeti valtozok diszkriminancia analizisével a mintak kozott érettségi
allapotban talaltunk szignifikans kulénbséget.
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APPLICATION OF MULTIVARIATE METHODS TO IDENTIFY THE
INDICES OF SECONDARY PROTEOLYSIS FOR TRAPPIST CHEESE
MATURITY AND QUALITY
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ABSTRACT

Application of secondary proteolytic data (Size-Exclusion Chromatography and
Spectrophotometric values) was investigated to characterize the ripening of
Hungarian Trappist cheese. The proteolytic parameters were determined during
the ripening pericd and self-life, to find correlation between the changes in
proteolytic parameters and age or sensory properties of the product. The
investigated Trappist cheese samples of 5 different manufacturing processes
were qualified with chemical composition and sensory tests. The proteolytic
values were evaluated with statistical methods (single-valued and multivariate
analysis). Some proteolytic parameters can be useful ripening index to
characterise the maturity of the Hungarian Trappist cheese.
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