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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na proteinovy profil syrii eidamského typu v pribéhu zrani za

ruznych teplotnich podminek metodou SDS-PAGE.

Teoreticka Cast prace je vénovana technologii vyroby syrii eidamského typu a biochemi-

ckym procestim probihajicim v pribéhu zrani téchto syrh.

V praktické ¢asti byly provedeny dva experimenty simulujici zrani syri eidamského typu
za odlisSnych skladovacich podminek — v lednici (simulujici ptedCasné vyskladnéni)
a v temperované¢ komote (akcelerace zrani). Proteinové profily takto skladovanych syri

byly srovnany s proteinovym profilem téchto syrti skladovanych ve zracim sklepé.

Z vysledki experimentu bylo zjisténo, Ze rozdilné teplotni podminky maji vyrazny vliv na
priibéh zmén béhem zrani syrii. Cim diive je syr vyskladnén ze zraciho sklepa, tim probih4
proteolyza pomaleji. Pti uskladnéni syra eidamského typu v temperované komote je mozné

proces zrani urychlit.

Kli¢ova slova: eidam, SDS-PAGE, zrani syru, proteolyza

ABSTRACT

The thesis deals with the protein profile of Dutch-type cheese during ripening under
different temperature conditions using SDS-PAGE.

The theoretical part focuses on production technology of Dutch-type cheese and

biochemical processes during the cheese ripening.

The practical part is divided into two experiments to simulate Dutch-type cheese ripening
under different storage conditions — in the refrigerator (simulating early removal from the
ripening cellar) and in the tempered chamber (accelerated ripening). Protein profiles of
cheeses stored that way were compared with protein profiles of the same type of cheeses

stored in the ripening cellar.

The results of experiments showed that different temperature conditions have significant
impact on changes during cheese ripening. The sooner the cheese is taken from the
ripening cellar, the slower the proteolysis is. Storage of Dutch-type cheese in the tempered

chamber can accelerate the ripening process.

Keywords: Dutch-type cheese, SDS-PAGE, ripening, proteolysis
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UVOD

Syry jsou nedilnou soucasti naseho jidelni¢ku. Kdy vznikl prvni syr, se asi nikdy pfesné
nedozvime, ale prvni zminky o syru se objevuji uz ve 3. stoleti pred nasSim letopoctem.
Vyrobu syrt ovlivnilo n€kolik faktord, a to chov zvifat produkujicich mléko, zjisténi, Ze se
mléko ponechané v klidu mize za urCitych podminek samovolné srazet, objev syiidla

a nutnost konzervace mléka a tim prodlouzeni jeho udrznosti.

Syraistvi dobfe zhodnocuje mléko jako surovinu, bohaté rozsifuje sortiment mlécnych
vyrobkli a chutové zna¢né¢ obohacuje lidsky jidelnicek. V poslednich letech byl
zaznamenan vyrazny narist ve spotiebé syrl, coz je zplsobeno zejména snadnou
manipulaci se syrem (moZznosti jeho zabaleni), v&tSim vyuZivanim syrd v oblasti
stravovacich sluzeb a dostupnosti riznych specialnich syrd. Spotiteba syri je ukazatelem
rustu zivotni irovng.

Je velmi slozité fici, kolik druhli syri v soucasné dobé zname. Syry se od sebe lisi
pfedev§im svymi senzorickymi vlastnostmi z divodu rGznorodosti suroviny, odliSnosti
pouzité technologie a regionalnich zvyki. Kazdy spotiebitel mad moznost zvolit si syr ze

Siroké nabidky vyrobku presné podle svého gusta a potieb.

Tato prace je zaméfena na zménu proteinového profilu syra eidamského typu v prubéhu

zrani za riznych teplotnich podminek metodou SDS-PAGE.

Teoretickd Cast prace je vénovana technologii vyroby syra eidamského typu a biochemi-

ckym procestim probihajicim v pribéhu zrani téchto syri.

Prakticka cast je rozdélena na dva experimenty. U prvniho z nich byly zkoumany rozdily
mezi vzorky syrt eidamského typu ulozenymi ve zracim sklepé po celou dobu experimentu
a vzorky stejného typu syrt pieloZzenymi po 23 dnech zrani do lednice z diivodu simulace
pfed¢asného vyskladnéni. U druhého experimentu byly srovnavany vzorky syri
eidamského typu ulozené ve zracim sklepé a vzorky ptelozené po 4 dnech zrani do

temperované komory z divodu akcelerace zrani.

Ve vysledkové casti jsou uvedeny vysledky stanoveni proteinového profilu vzorkl syrt
metodou SDS-PAGE a statistické vyhodnoceni proteinového profilu ve vzorcich syri

metodou shlukové analyzy v programu Unistat, a to u obou experimentd.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 PRIRODNI SYRY

Syr I1ze z dneSniho pohledu sjednocené evropské legislativy definovat jako mlécny vyrobek
vyrobeny vysrazenim mlécné bilkoviny z mléka ptisobenim syfidla nebo jinych vhodnych
koagulacnich ¢inidel, prokysanim a oddélenim podilu syrovatky [36, 50]. Principem je tedy

oddéleni urcitého podilu syrovatky ze srazeniny mléka stanovené tucnosti [23].

Z nutricniho hlediska jsou syry plnohodnotnymi vyrobky obsahujici vSechny esencialni
aminokyseliny v mnozstvi a poméru vhodném pro vyzivu ¢lovéka. Zdrojem vyuzitelné
energie jsou bilkoviny a snadno stravitelny mlécny tuk [18, 23].

Hlavnim divodem zpracovani mléka na syry je predevSim prodlouzeni trvanlivosti. Toto

wrwe

aktivity a pH [18, 25].

1.1 Rozdéleni syri
Syry je mozné délit podle fady hledisek.
® Podle pouzité suroviny na:

1. ptirodni syry, tj. klasické syry, vyrabéné ptimo z mléka,
2. tavené syry, které jsou vyrabény dal$im zpracovanim ptirodnich syri,
3. vyrobky, ve kterych je mléény tuk nahrazen rostlinnymi tuky,

4. imitace syru, které jsou pfipravovany rekonstituci jednotlivych slozek mléka.
® Podle obsahu vody v tukuprosté hmot¢ syra na:

1. extra tvrdé (obsah vody je nejvyse 47 %),
2. tvrdé (obsah vody 47 — 54,9 %),

3. polotvrdé (55 — 61,9 %),

4. polomékkeé (62 — 68 %),

5. meékke (vice nez 68 %).

Obsah vody v tukuprosté hmot¢ syra Ize vypocitat dle vzorce:

voda v tukuprosté hmoté syra = MDIOO

00- g tuku
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® Podle zplsobu srazeni mléka na:

1. kyselé syry — pfi vyrobé se uplatnuje pouze kyselé srazeni. Do této skupiny patii

priamyslovy tvaroh a z n¢j vyrabéné Olomoucké tvartizky,

2. sladké syry — pfi sraZzeni mléka se uplatiiuje jen pisobeni syfidla. Srazeni je relativné

rychlé a prokysavani plsobenim mikroorganismi probihd proto pfevazné az pti dalSim

zpracovani syfeniny (patii sem polotvrdé a tvrdé syry),

3. syry se smiSenym sraZenim mléka s vlivem kyseliny mlééné a syfidlem. Do této skupiny

patii nekteré mékké syry a meékké tvarohy.

Podle zptsobu zrani na:

1. nezrajici syry (Cerstvy, termizovany),

2. syry zrajici na povrchu, s mazem na povrchu nebo v celé hmot¢,

3. syry zrajici (plisiové) s tvorbou charakteristické plisné na povrchu, s tvorbou charakte-

ristické plisné€ uvniti hmoty.

Podle obsahu tuku v su$iné na:

1. vysokotucné (vice nez 60 % véetné),

2. plnotu¢né (vice nez 45 % vcetné),

3. polotu¢né (vice nez 25 % vcetngé),

4. nizkotucné (vice nez 10 % vcetn¢),

5. odtu¢néné (méné nez 10 %).

Podle technologie vyroby (systematiky syrit) na:

1. pfirodni:
a) syry sladkého syrafstvi

cerstvé syry — syry, u kterych neprobiha zrani (napf. smetanovy syr),

mekké syry - syry rozdélené do dalSich podskupin podle pouzité Cisté kultury, kterd je
nositelem predevS§im senzorickych vlastnosti, vétSinou jsou nelisované, mohou byt
zrajici nebo nezrajici,

bilé syry — syry nezrajici diky vysokému obsahu NaCl, uchovéavané v solném roztoku,
pafené syry — v pribéhu technologie se syry ,,pafi®, ¢imz ziskdva finalni vyrobek
fibrilarni (vlaknitou) strukturu,

polotvrdé a tvrdé syry — zvySené suSiny se docili vyssi teplotou zpracovani zrna, nez

byla teplota syftici:
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* syry s nizkodohtivanou syfeninou (syry eidamského typu — Eidamska cihla, syry s hnéte-
nou syfeninou, syry s mletou syfeninou — Cedar),

* syry s vysokodohtivanou syieninou tvofici oka (syry ementalského typu — napt. Primator),
* syry s vysokodohfivanou syfeninou netvorici oka (syry parmazanského typu — napf.
Grand Moravia),

* syry s vysokohohtivanou mletou syfeninou (syry ¢edarového typu).

b) syry kyselého syratstvi

2) upravované:

e tavené, susené [22, 23, 36, 50].

1.2 Technologie vyroby sladkych syru

Vychozi surovinou pro vyrobu kvalitniho syra je kvalitni mléko bez cizich pfichuti
a pachi, s nizkym obsahem somatickych bun¢k a mikroorganizmt a bez antibiotik. SloZeni
mléka, které je ovlivnéno plemenem kravy, ro¢nim obdobim a fazi laktace, nemocemi
a genetikou, ovliviiuje vynosnost, kvalitu a funk¢ni vlastnosti syra [14]. Kvalita syrového
mléka je zédkladnim pfedpokladem vyroby syrti standardni kvality, a to nejen z pohledu
fyzikaln¢ chemickych parametrti, ale hlavné z pohledu senzorickych vlastnosti finalniho

produktu [36].
Vliv na slozeni syra a vytéznost vyroby ma zejména chemické sloZzeni mléka.
Velmi dalezité jsou také vlastnosti mléka, predevsim:

e syiitelnost mléka — schopnost mléka srazet se syfidlem,

e kysaci schopnost mléka — vyznamna vlastnost mléka pro rist Cistych mlékarskych
kultur (CMK),

e mikrobidlni {istota.

Mezi zakladni technologické operace pii vyrobe téchto syrt patii tepelné oSetfeni mléka,

uprava mléka pred zpracovanim, syfeni mléka, zpracovani syfeniny, formovani syfeniny,

soleni a zrani syra [18, 23]. Celkové schéma vyroby syrt s nizkodohtivanou syieninou je

uvedeno v ptiloze P 1.

1.2.1 Tepelné oSetieni mléka

Tepelné oSetfeni mléka ma zajistit zdravotni nezdvadnost mléka a znicit podstatnou Cast

technologicky nezaddouci mikrofléry mléka, vEetné nativnich a mikrobidlnich enzymd,
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které mohou negativné ovlivnit vlastnosti findlniho produktu [36].

V Ceské republice jsou syry vyrabény zejména z pasterovaného mléka, i kdyz legislativa
EU umoziuje i vyrobu syri z mléka nepasterované¢ho. V tomto posledné jmenovaném
ptipadé¢ se obvykle pozaduje doba zrani delsi jak 2 mésice [36]. Pro vyrobu syrt se pouziva
Setrna pasterace. Pasteraci se rozumi tepelné oSetfeni mléka a mléénych vyrobki zahtatim
mléka na teplotu nejméné 71,7 °C po dobu nejméné 15 sekund nebo jinou kombinaci ¢asu
a teploty za ucelem dosaZeni rovnocenného ucinku [14, 22, 23, 36, 50]. Pro syry s nizkodo-
hiivanou syfeninou je mozné pouzit teploty 72 — 75 °C. Se zvySujici se pasteracni teplotou
dochdzi ke zvySené denaturaci sérovych bilkovin, které se vazi prostiednictvim své
thiolové skupiny na k-kasein. Tim se zhorsi pfistup enzymu ke k-kaseinu, sérové bilkoviny
neodchazi do syrovatky, ale zlistavaji v syfenin€. ZvySuje se sice vytéznost, ale nasledné

1 vazba vody. Muze tedy dojit ke snizovani susiny syrt a ke zhorsSeni jejich jakosti [6, 36].

1.2.2  Uprava mléka pied zpracovanim

Mléko je pted zpracovanim standardizovano upravou obsahu susiny a tuku (procenta tuku
v susing).

V nékterych ptipadech (syry s plisni v t&€sté) je moZné provést homogenizaci mléného
tuku — smetany, kterd se néasledné pii standardizaci ptidava do mléka. Homogenizace ma
vliv na dokonalé rozptyleni mlécného tuku, ¢imz se snizi jeho ztraty do syrovatky, ale
zaroven se zvySuje sty¢nd plocha s lipdzami a tuk se stava pristupnéjsi pro lipolytické
enzymy [36]. MIéko ani smetana pro vyrobu syrt s nizkodohtivanou syfeninou se nehomo-
genizuji, doslo by k rozbiti kaseinovych micel, mléko by se rychleji srazilo, ale kvalita

syfeniny by byla horsi.

V priibéhu pasterace piejdou rozpustné formy véapenatych soli ve vétsi mife do forem

nerozpustnych [6].
4 CaHPO4 — Ca3(PO4)2 + Ca(H2P04)2

Proto je k obnoveni syfitelnosti do mléka pfidavan rozpustny vapnik, nejcastéji ve forme
chloridu véapenatého. Obvykly pridavek ¢ini 20 g (10 — 40 ml nasyceného roztoku) chloridu
vapenatého na 100 1 mléka. Pfi vysSsi davce dochazi k hotknuti syri [18, 23, 25, 36].
Chlorid vapenaty hraje roli ve druhé fazi koagulace mléka, gelovaténi. Nedostatek Ca®" se
projevuje Spatnymi reologickymi vlastnostmi vzniklého gelu, zejména jeho pevnosti

a homogenitou, ¢imz je také ovlivnéna zpracovatelnost syfeniny a jakost kone¢ného
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vyrobku. Nastavaji problémy s uvolfiovanim syrovatky v dalsich fazich technologie [36].

Cinnosti plynotvornych mikroorganizmil, které vlivem heterofermentativniho rozkladu
mlééného cukru produkuji vodik, vznikaji v syru nezddouci dutinky. U polotvrdych
a tvrdych syrii se z divodu piedchazeni tzv. skorému a pozdnimu dufeni ptidavaji do syrii
dusi¢nany (v mnozstvi 3 — 30 g/100 1 mléka) nebo vzhledem k zdravotnim aspektim

dusi¢nanti stale Cast&ji jiné preparaty na bazi nisinu nebo lysozymu [14, 36, 45].

Do uprav mléka pied zpracovanim zahrnujeme i standardizaci obsahu bilkovin, ktera se
provadi za pouziti membranovych technologii s cilem odstranit bakterie a bakterialni spory

zmléka [14, 17, 36, 45].

Déle se do syrti mohou ptidavat barviva z diivodu jednotné intenzivnéjsi barvy u nékterych
druhil syrt (napt. u ¢edaru) nebo k barveni povrchu (napt. Zlato) [14, 17, 36]. U syrii se
vyuziva zejména barvivo annato (E 160 b) dodavajici syriim jasnou zluto-oranzovou barvu.
Je to pfirodni barvivo extrahované ze semen stromu Bixa orellana. Obsahuje dva pigmenty

— bixin a norbixin, které fadime mezi karotenoidy [1].

Tepelnym oSetfenim mléka dochéazi ke zniceni nejen ,Skodlivé™, ale i ,uzite¢né*
mikroflory, kterd ma nezastupitelny technologicky vyznam, proto je nutné znovu osidlit
mléko ,.kulturnimi“ mikroorganismy. Piidavek CMK do mléka pied syfenim je nutnou

podminkou zdarného technologického procesu [23, 36].
Pouzivaji se primarni a sekundarni kultury.

Primarni kultury, respektive zékladni kultury, zajistuji prokysani mléka i syrt a uvoliuji
enzymy, které se podileji na tvorbé chuti a viiné v pribéhu zrani syrd. Tyto kultury svou
biochemickou aktivitu zahajuji pred koagulaci ml¢ka. Patii sem predevsim bakterie rod

Lactococcus, Lactobacillus a Streptococcus.

Sekundarni kultury (doplitkové) jsou pouzivany k vytvoieni typickych senzorickych znaki

u daného druhu syra. Mezi tyto kultury patii naptiklad:
* tvrdé a polotvrdé syry — Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei,

» syry ementalského typu — Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii,

Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii,

* syry s mazem na povrchu — Brevibacterium linens,
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e syry s bilou plisni na povrchu - Penicillium camemberti, Penicillium caseicolum,

Penicillium candidum

* syry s modrou plisni v tést¢ — Penicillium roqueforti [6, 17, 18, 23].

1.2.3 Syieni mléka

Ke srdZzeni mléka mulZe dojit pomoci kyseliny mlééné (pfi pH mléka 4,2 — 4,6
odpovidajicimu izoelektrickému bodu kaseinu) nebo plisobenim syfidlového enzymu
vhodnym spoluptisobenim CMK produkujicich kyselinu mléénou (pH 6,2 — 6,5) [12, 23].

Déle se budu vénovat pouze sladkému srazeni mléka, k némuz dochézi plisobenim sytidla.

Dulezité je zvolit spravné mnozstvi syfidla potfebného k zasyieni pozadovaného mnozstvi
mléka. U tvrdych a polotvrdych syrti se voli vy$$i mnozstvi syfidla nez u syrd mékkych,

tak, aby syfeni prob¢hlo za 30 — 35 minut pii teploté 31 — 32 °C [6, 36].

Uginek syfidla spo¢iva v plisobeni proteolytickych enzymi na kasein. Tento proces probiha

v nékolika fazich:

* primarni fize — je charakterizovana pfeménami, které destabilizuji plivodni uspofadani
frakci kaseinu. K této destabilizaci dochdzi specifickou hydrolyzou k-kaseinu (mezi 105.
a 106. aminokyselinou) pisobenim syfidlovych enzymi, ¢imz je naruSen ochranny

hydrofilni obal kaseinové micely,

I 2 104 105 106 107 168 169

Glu—Glu---- Ser—Phe—Met— Ala----Ala—Val

T chymosin

para-x-Kasein k-kaseinmakropeptid
- —— g

Obr. 1. Hydrolyza k-kaseinu chymosinem [48]

* sekundarni faze — probihd koagulace destabilizovaného kaseinu za vzniku trojrozmér-
ného gelu. Podminkou koagulace jsou volné ionty vapniku (nutnost piidavku chloridu

vapenatého) a vhodna teplota (nad 15 °C, pfi teplotach nad 55 °C vsak sytidlo denaturuje),

e terciarni faze — mize k ni dochdzet pii delSim plsobeni syfidla. Probihd pomalu a je

nezadouci z davodu rizika vzniku hotkych peptida [14, 18, 36].
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1.2.4 Zpracovani syfeniny

Utelem zpracovani syfeniny je docilit spravné velikosti syrového zrna, zajistit potiebny
stupen odstranéni syrovatky a docilit dalSich pozadovanych vlastnosti — napt. kyselosti,

zbytkového obsahu laktozy, slepitelnosti.

Doba vhodna pro zacatek zpracovani syfeniny je, kdyz sily kohezni (soudrznost)
prevladnou nad adheznimi (ptilnavost). Tento okamzik se zjisti pokusné — ostry lasturovity
lom gelu [36]. Zpracovani syieniny je proces, ktery se sklada z nékolika po sobé jdoucich
operaci. Mezi tyto operace vétSinou patii: krdjeni syfeniny, drobeni, vytuzovani, dohtivani

a dosouseni.

Krajeni syfeniny je provadéno mechanicky systémem vodorovnych a svislych nozt
a ocelovych strun uloZenych v ramech — tzv. harfy. Krajenim dochéazi ke snadnéjSimu
odlouceni syrovatky ze syfeniny, kterd obsahuje pfedev§im vodu a laktéozu. Oproti tomu
syfenina obsahuje vysrazenou mlé¢nou bilkovinu a tuk. Prvni prokrojeni syfeniny musi byt
velmi opatrné (3 az 5 otacek za minutu po dobu 2 az 3 minut), aby nedochazelo k mecha-
nickému rozbijeni a uvolilovani velmi malych €astic, které odchazi do syrovatky — tzv.

syrai'sky prach [4, 36].

Dalsi zmenSovani velikosti ¢astic se nazyva drobeni. Oproti krajeni se pouziva vyssi
frekvence otaceni harf (12 az 15 otacek za minutu). Vznikajicim Casticim se fika syratské
zrno. Jeho velikost je zavisla na druhu syra a z toho vyplyvajici pozadované suSiny.
Syfenina se zpracovava na ruznou finalni velikost zrna: vlaSsky ofech, liskovy ofech,
hrach, obilka [12, 36]. U tvrdych a polotvrdych syrii se syfenina zpracovava na mensi zrno

s mens$im obsahem vody.

Krajenim syfeniny a drobenim je podpoiena syneréze — proces odstranovani syrovatky ze

e - RV - < . L,
syfeniny [4]. Dochazi ke smstovani syfeniny a ndrtstu poctu vazeb mezi kaseinovymi
frakcemi za soucasného uvoliiovani syrovatky. Proces syneréze je podpoten koncentraci
Ca®*, zvysenim teploty, snizenim pH a samoziejmé ¢asem. Vys$§i mnozstvi tuku v syru
zpomaluje synerézi, zatimco vyS$i obsah bilkovin (az do ur¢itého mnozstvi) ji urychluje,

pii vysokych koncentracich bilkovin je gel ptili§ pevny a syneréze neprobiha [17, 18, 22].

Dale nésleduje vytuzovani syfeniny. Zrno je v neustalém pohybu (micha se), probiha dalsi
syneréze, roste pevnost pokozky, postupné se zmenSuje velikost a zvySuje tuhost zrna.
Doba vytuzovani a intenzita michani se zna¢né li§i u jednotlivych skupin syri (u tvrdych

syru trva az 45 minut) [36].
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Dohftivani je postupné zvySovani teploty probihajici za stdlého michani. Cilem této operace
je dalsi odvod syrovatky ze zrna, zmenSeni jeho velikosti, Gprava jeho pozadovanych

vlastnosti a zvySeni biochemickeé aktivity enzymu pfitomné mikroflory.
Vyse dohtivaci teploty zavisi na druhu syra:

* nizkodohtivané syry — obvykle 38 — 42 °C

* vysokodohiivané syry — obvykle 48 — 56 °C

Vyssi teploty umozni vyrobit jemné malé zrno s vys$si susinou.

Vlastni dohtivani je mozné provést dvémi zpiisoby:

* pomalym pfimym ptidavkem technologické vody o teplot¢ 60 — 90 °C, vétSinou po
pfedchozim odpusténi ¢asti syrovatky (odpusténi 20 — 30 % syrovatky a jeji nahrazeni
50 — 70 % technologické vody, pomér odpusténé syrovatky a mnozstvi vody se nazyva
praci pomér). Pridavkem technologické vody dochdzi ke snizeni koncentrace vsech slozek,
pfedevs§im vSak laktozy, vysledkem je jemnéjsi a méné vyrazna chut. Optimalni rychlost
piihfivani je 2 °C za 3 minuty, vysoka rychlost mliize mit za nésledek uzavieni kapilarni
vody pod pokozkou zrna. Tento zplsob je typicky pro syry holandského typu, u kterych

neni kladen pozadavek na tvorbu ok (vznikd pouze maly pocet ok).

* pomalym nepiimym ohfevem meziplastém vyrobniku (syrafské vany). Zrno se vétSinou
nepere. Dosazenim hrani¢ni teploty 45 °C se inaktivuji mezofilni mikroorganizmy a vytvaii
se optimalni podminky pro kultury termofilni. Tento zplsob je typicky pro syry
ementalského typu, u kterych je zadouci tvorba ok. V syfenin€ zlstava pomérné velké
mnozstvi laktoézy, z niz vznika kyselina mlécna a nasledné oxid uhlicity, ktery zptsobuje

vznik ok [36].

Syneréze je dale podpofena mechanickym zpracovanim syfeniny pii dohfivani a dosouSeni
[18, 36]. Dosouseni je michani syfeniny v syrovatce po dosazeni koneéné teploty. Ugelem
dosouseni je kromé& zvySovani suSiny zrna také ovlivnéni probihajiciho prokysavani, které
rovnéZz upravuje konzistenci a jakost vyrabénych syri.. Cim vyssi je pozadovana susina, tim
delsi je doba dosouseni. U nizkodohtivanych syra je tato doba 20 az 30 minut, u vysoko-
dohtivanych 30 az 60 minut. I kdyZ je tato doba stanovena technologickym postupem, je
jeji ukonceni vétSinou dano subjektivnim posouzenim — zrno stisknuté v dlani se spoji do

tvaru valce, ktery se mirnym tlakem rozpada opét na jednotliva zrna.
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Po dosazeni pozadovanych vlastnosti zrna nastdva vypousténi zrna. Tato operace by méla
byt co nejSetrnéjsi. Vypousténi se provadi bud’ samospadem do nize polozenych tvotitek

nebo se Cerpa specialnimi cerpadly [36].

1.2.5 Formovani syfeniny

Formovani syrti odpovida pozadovanému typu a tvaru syra [23]. B€hem tvarovani probihaji
mechanické procesy (napf. uvoliovani syrovatky, slepovani zrn, vytvafeni pokozky)

a pokracuji i pfemény biochemického charakteru (napft. prokysavani) [25, 36].

Formovani se provadi ve specialnich tvotitkdch vyrabénych ptevazné z plastu nebo kovu
v riznych tvarech a velikostech [18, 23, 36]. K dobrému odvodu syrovatky jsou opatieny
perforaci. Do tvofitek se syfenina naléva bud’ spole¢né se syrovatkou, nebo po odtoku
syrovatky mimo tvofitka se syfenina promicha nebo se pokraji a plni do tvoritek [23]. Zrno

pfitom nesmi oschnout.

Lisovani syri je zafazeno do procesu pii vyrobé polotvrdych a tvrdych syri. Je provadéno
pomoci tlaku za ucelem rychlejsiho odvadéni syrovatky. Pocatecni tlak se voli nizsi
z diivodu zamezeni tvorby silné klrky branici dal§imu odtoku syrovatky. Velmi dulezitym
parametrem je také rovnomérnost tlaku. Doba lisovani trva obvykle 2 az 4 hodiny [12, 25,

36].

1.2.6 Soleni

Dalsi technologickou operaci béhem vyroby syri je jejich soleni. Sill je hlavnim faktorem
ovlivitujicim vodni aktivitu syrii, méa velky vliv na rist a pieziti bakterii a aktivitu enzymu
v syru, tim ovliviiuje a kontroluje biochemii zrani a prubeh kysani syra [5, 18]. Soleni
dodava syrim piijemnou slanou chut, zlepSuje konzistenci, umoziiuje dal$i odchod
syrovatky (podporuje synerézi), zpeviiuje povrch syra, potlacuje Cinnost nezddouci
mikroflory, ovliviiuje dalsi pribéh zrani, zastavuje nebo brzdi mlééné kvaseni [12, 14, 18,

23, 36].

Koncentrace soli se pohybuje od 1,5 % u Cerstvych syrt, stfedni obsah soli maji syry
s nizkodohtivanou a vysokodohiivanou syfeninou (1,5 — 3 %), vyssi obsah soli maji syry
s plisni v tésté, velmi vysoky obsah soli ma skupina syra zrajicich v solném nalevu (nad

6 %), nejvice soli (asi 7 — 8 %) ma syr Domiati [18, 36].

V dnesni dob¢ je nejpouzivangj§im zplsobem soleni syrt soleni v solné lazni [23, 36]. Stl

do syrt pronika ponofenim syra do roztoku NaCl definovanych parametri (koncentrace,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

pH, teplota). Vlivem difuze pronikaji na povrch ptes pokozku syra a drobnymi kanalky
mezi slepenymi zrny latky z roztoku. Rychlost tohoto procesu je zavisla na koncentra¢im
spadu, ktery je na zacatku soleni nejvyssi. V opacném smeéru ze syra unika zbytek laktozy,
kyselina mlécnéa a dalsi rozpustné latky. Proto je dilezité udrzovat parametry cirkulujici
solné lazn¢ v pozadovaném rozmezi (doplnovat ubytek soli, upravovat pH, filtrovat od
ulomkti a vzhledem k tomu, Ze dochazi k uvolilovani tepla, i solnou lazen chladit). Sil
prostupuje od povrchu do stiedu syra. Nejvice NaCl je tedy obsaZeno v pokozce a hmoté
pod povrchem syra — tzv. solny prstenec. Pod nim jsou pasma s niz§im obsahem soli (solné
a vymeénné pasmo). K vyrovnani obsahu soli dochadzi obvykle az v pribéhu zrani a po

pfeméné jednotlivych syraiskych zrn v celistvou hmotu [36].

Parametry solné lazn¢ jsou rozdilné pro jednotlivé druhy syri. Koncentrace NaCl se
pohybuje v rozmezi 18 — 22 %, pH v rozmezi 4,8 — 5,4, teplota 12 — 22 °C a doba od 30
minut do 3 az 5 dnil (obecné plati, ze s ristem hmotnosti syra se doba prodluzuje). Existuje
dvoutepelny zptsob soleni, pfi kterém prvni solnéd lazen s niz8i koncentraci soli a vyssi
teplotou umoziuje dostatecné prokysani syrit a druha solna lazeni s vysSsi koncentraci soli
a nizsi teplotou pak vlastni prosoleni syrii. Dnes se vSak pouziva spiSe jednotepelny zptisob

soleni s vyuzitim jedné solné lazné [6, 23, 36].

Po vysoleni se syry ponechaji 1 az 2 dny oschnout [23]. Nasledn¢ se bali do expedic¢nich,
respektive zracich obald, ptipadné se povrch osetii (napt. voskuje) a syry zraji bez dal§iho
obalu. Nasleduje vlozeni do zracich polic, palet nebo novéji do zracich beden, které
umoznuji vysoky stupeil mechanizace pfi manipulaci se syry b&hem zrani (pravidelné

otaceni, rovhomérny tvar, stejné klimatické podminky) [36].

1.3 Zrani

Zrani lze definovat jako veskeré biochemické a mikrobiologické procesy probihajici
v syrech pisobenim mikrobidlnich enzymi, ptipadné syfidlovych enzymii. Zrani ovliviiuje

predevsim vzhled, chut’, viini a konzistenci syra [23].

V této kapitole jsou popsany obecné principy, biochemii zrani je vénovana kapitola 2.

1.3.1 Faze zrani

Biochemické procesy, které v pribehu zrani v syrech probihaji, mohou byt rozdéleny do tii
zakladnich fazi, které nejsou od sebe nijak vyrazné oddéleny, ale naopak na sebe plynule

navazuji nebo se navzajem piekryvaji.
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1. primarni faze: V této fazi dochazi k rozkladu laktozy bakteriemi mlécného kvaSeni
zejména za vzniku kyseliny mlééné. Rozklad laktdzy nastava jiz v pribéhu zpracovani
syfeniny, béhem odkapavani a lisovani syrQi je nejintenzivnéjs$i. K tplnému vymizeni
laktozy u tvrdych syrt dochazi jiz béhem prvnich dni zraciho procesu. Béhem tohoto
procesu je vytvaiena kyselina mlécn4, ktera uvolituje z kaseinu vapnik za vzniku mléénanu
vapenatého. Z kaseinu vznikd monokalciumkaseinat, ktery bobtna ve vodé¢ a v roztoku

NaCl, ¢imz dojde ke slepovani syfeniny a vzniku homogenni struktury syra.

2. sekundarni faze: Dochazi ke snizeni kyselosti syra mikrobiologickym rozkladem

kyseliny mlééné na kyselinu octovou (pfipadné propionovou), oxid uhliity a vodu,
pfipadné na dalsi slouceniny. Také dochazi k vazbé kyseliny mlé¢né na rozkladné produkty
bilkovin, poptipad¢ na jiné latky. Podle typu syra dochazi k mikrobiologickému rozkladu
kyseliny mlé¢né bud’ anaerobné v celé hmoté (typické pro polotvrdé a tvrdé syry, z vytvo-
fen¢ho COz2 se tvoii typickd oka) nebo aerobné (od povrchu dovniti mikroflérou povrchu
syra).

3. terciarni faze: Probiha proteolyza bilkovin, a to anaerobné v celé hmoté nebo aerobné od

povrchu dovnitt [23, 25, 36].

Peptidy produkované ¢innosti zbytkového koagulantu a plazminu jsou Casto bez chuti nebo
maji hotkou chut’ a nepfispivaji pfimo k typické chuti syra. Nicmén¢, smeés kratSich peptida
a aminokyselin pfimo ovliviluje chut’ syra a jeho pocit v ustech. Volné aminokyseliny
mohou byt dale katabolizovany na senzoricky aktivni latky, které jsou specifické pro kazdy
syr a jsou zavislé na typech enzymii a mikroorganismil (zejména nezakysovych bakterii

mlécéného kvaSeni, NSLAB) pfitomnych v syrech [14].

K vyjadieni rozkladu bilkovin se pouzivaji pojmy rozsah a hloubka zrani. Rozsah zrani je
podil ve vod¢ rozpustnych dusikatych latek, albuméz a peptont. Rozsah zrani je znacny
u meékkych syrii. Hloubkou zrani rozumime mnozstvi aminokyselin a produktl jejich

rozkladu k celkovému dusiku. Hloubka zréni je zna¢na u tvrdych syrii [23, 36].

1.3.2 Podminky zrani

Zrani syru probiha ve zracich sklepech, tedy v prostorech s vhodnymi podminkami pro
zrani daného druhu syra. Béhem zrani se syry oSetiuji (umyvani, obraceni, propichovani
syri). Nekteré syry zraji v obalech, které slouzi i jako expedi¢ni obal, nebo pod natérem.

Tim se snizuje pracnost pii oSetfovani a také ztraty béhem zrani [23, 25].
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Teplota ovliviiuje zasadnim zplisobem pribéeh a také intenzitu biochemickych premén [36].
Na pocatku zrani je teplota vyssi a pii dozradvani niz$i. Syry s nizkodohtivanou syfeninou
zraji v tzv. zracich sklepech, ve kterych probihd proteolyza, teplota sklepu se u téchto syra

udrzuje mezi 8 — 14 °C.

Relativni vlhkost vzduchu je zéavisla na teploté zraciho sklepu. U mékkych syrt zrajicich

pod mazem nebo zrajicich s plisni v tésté je vyzadovana relativni vlhkost vzduchu znaéné
vysoka, a to 90 — 95 %, u tvrdych syrt 80 — 90 %. Pokud syry zraji ve zracich foliich nebo
pod specialnimi natéry, pohybuje se vlhkost v rozmezi 60 — 80 % [36].

Doba zrani syra se pohybuje od 24 hodin (Cerstvé syry solené), po dobu nékolika dnti (syry
zrajici pod mazem), tydnt (syry zrajici s plisni v tést€), mésicii (syry eidamského
a ementalského typu) az po dobu nékolika let (Parmazan). Eidamska cihla zraje ve zracich

sklepech optimalné 2 — 3 mésice [18, 22, 23].

V dnesni dobé se setkavame Casto s tim, Ze syry jsou predcasn¢ vyskladnovany a distri-
buovany k zdkaznikovi, 1 kdyz proces zrani jesté nebyl zdaleka ukoncen. Nejvétsi vliv na to

maji samoziejmeé ekonomické dlivody.

1.3.3 Urychleni zrani syri

Vzhledem k tomu, ze zrani syrd, a to zejména téch s nizkou vlhkosti, je velmi pomaly
proces, je jejich skladovani a uchovavani ve zracich sklepech v fizené atmosféfe znacné
nakladné. Zrani je také nepfedvidatelné a obtizn¢ kontrolovatelné. Proto vznikly nové
technologie snizujici ¢as a naklady na skladovani a zrdni syra pti zachovéani nebo zlepSeni

charakteristické chuti a textury.
Hlavni technologické postupy pouzivané k urychleni zrani syrii jsou:

1. Zvyseni teploty zrani (zejména u syra Cedar), ktery obvykle zraje pii 6 — 8 °C. Syry
s nizkodohfivanou syfeninou zraji pii teplot¢ mezi 12 — 14 °C, teplotu zréni se

nedoporucuje zvysSovat nad 20 °C.

2. Pfidavek exogennich enzymi, obvykle proteindz nebo peptidaz. Tento zplisob se
pouziva pouze u syrti modifikovanych enzymaticky, které¢ maji vysokou vlhkost a pouZzivaji

se jako ptisady do tavenych syrd, syrovych pomazanek nebo jako syrova ochucovadla.
3. Pouziti CMK (napf. s oslabenou buné&Enou sténou, zmrazené Sokem nebo rychle
zahtaté), které snadno podléhaji lyzi a tim dochazi k rychlejsimu vyliti a vyuziti

intracelularnich enzymi.
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4. Pridavek NSLAB, zejména mezofilnich laktobacild, ziskanych komeréné nebo ze syri

z ptedchazejici vyroby.

5. Geneticky modifikované CMK, které zvy3uji proteolytickou aktivitu nebo aktivitu

enzymdi narusujicich bunécnou sténu.

6. Vysokotlaké zpracovani, kdy dochazi k prasknuti bunék a uvolnéni enzymu dilezitych

pro zrani syra [14, 17, 18, 45].

7. Ptidavek aminokyselin do syfeniny, ¢imZ dochazi k urychleni proteolyzy (zejména faze

rozkladu kratkych peptidi na aminokyseliny) a rozvoje senzoricky aktivnich latek.

8. Enzymaticky modifikované syry, kdy je do syfeniny nebo do Cerstvé vyrobeného syra
pfidana smés enzyml v podobé prasku nebo pasty, po stanovené dobé inkubace dochézi

k pasteraci a tim k ukonceni mikrobiologickych a enzymatickych reakci [17, 20].

Urychleni zrani syrii se neustale zkouma, protoZe zatim nejsou znamy vSechny informace
o reakcich ovliviiyjicich chut’, ani o vSech biochemickych a mikrobiologickych procesech

probihajicich pfi zrani syrt.
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2 BIOCHEMIE ZRANI SYRU

Biochemické zmeény, které nastdvaji v pribéhu zrani syrti, mohou byt rozdéleny na
primarni reakce, ke kterym patii metabolizmus zbytkové laktozy, kyseliny mlécné a citratu,
proteolyza a lipolyza. Po téchto primarnich reakcich nasleduji sekundarni biochemické
reakce, které jsou velmi dilezité pro vznik mnoha tékavych aromatickych latek. Zahrnuji

metabolizmus mastnych kyselin a volnych aminokyselin [30].

Zbytkova laktéza je v pocatecnich fazich zrani rychle metabolizovana na kyselinu
mlécnou, kterd je dllezitym prekurzorem pro fadu reakci [30]. Proteolyzu je mozné
katalyzovana enzymy ze zbytkového koagulantu, mléka (zejména plazmin) a proteindz
1 peptidaz bakterii mléného kvaSeni, u nékterych druhti i jinymi mikroorganizmy
pfitomnymi v syru nebo na jeho povrchu. Lipolyza v syru je katalyzovdna lipazami
z riznych zdroji, zejména mikroflory mléka a syri. Pti sekunddrnich reakcich dochazi ke
vzniku tékavych aromatickych latek, které mohou produkovat senzoricky aktivni latky

z mastnych kyselin a aminokyselin [30].

2.1 Metabolizmus laktozy

Protoze syr je fermentovany mlécny vyrobek, klicovym faktorem jeho vyroby je
metabolizmus laktézy na kyselinu mléénou prostiednictvim vybranych CMK. Rychlost
a rozsah okyseleni zavisi na vychozi textufe a pH syfeniny. Hodnota pH ovliviiuje texturu
syfeniny a ma piimy vliv na rozpustnost kaseinli. Bylo zjisténo, ze syry s vys$§im pH jsou
jemng&jsi nez syry kyselej$i. pH také ovliviluje texturu a chut’ syrti neptimo ovliviiovanim

aktivity enzymu dtlezitych pro zrani [30].

Vétsina laktozy z mléka odchézi v syrovatce jako laktdza nebo kyselina mlécnd. Nicméné,
na konci vyrobniho procesu zlistavd v syfeniné urCitd nizka koncentrace laktdzy
(0,8 — 1,0 %) [18, 30, 45]. Kompletni fermentace laktézy v syru je dulezita k zabranéni
rozvoje kontaminujici mikroflory. Zbytkova laktéza je béhem pocatecniho stadia zrani
rychle metabolizovana na kyselinu L-mlé¢nou, rychlost pfemény je do znacné miry
uréovana teplotou syfeniny a mnozstvim soli v syfeniné [17, 18, 30, 42]. V pfipad¢, ze
metabolizmus laktézy neni kompletni pomoci CMK, nasleduje metabolizmus laktozy
pomoci NSLAB. Pii vysokém poc¢tu NSLAB vznika zna¢né mnozstvi kyseliny D-mlécné

[30].
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U druhi syri vyrobenych za pouziti Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
Lactococcus. U téchto syrl je syfenina zahtfivana na 52 az 55 °C, coz je teplota vyssi nez
teplota ristu pro obé slozky startéru. Jakmile se syfenina ochladi, Streptococcus, ktery je
teplotné tolerantnéj$i, zac¢ind rGst a vyuzivat laktézu za vzniku kyseliny L-mlécné,
galaktdza se hromadi v syfenin¢€. Kdyz se syfenina dostatecné ochladi, roste Lactobacillus
spp. Je-li kmen Lactobacillus galaktdza-pozitivni, metabolizuje galaktézu za vzniku
kyseliny DL-mlécné, je-li galakt6za-negativni, galaktdza se hromadi v syfeniné a mize se
podilet zejména pti zahtivani u syrt s vysokodohtivanou syfeninou na Maillardové reakci,

coz je nezadouci [17, 18, 45].

2.2 Metabolizmus kyseliny mlé¢né

Kyselina mlé¢na vznikla z laktézy ma velky vyznam v pribéhu zrani syrit u vsech typii
syri. Ma vliv na chut’ syrti, zejména nezrajicich, u kterych nejsou vyvinuty ostatni chutové
latky [17]. Kyselina D-mlé¢na mize vznikat pfimo z laktozy, a to pomoci CMK, NSLAB
nebo racemizaci kyseliny L-mlééné. Rychlost racemizace kyseliny L-mlé¢né zavisi na
skladbé NSLAB mikroflory. Napfiklad pediokoky racemizuji kyselinu mlécnou rychleji
nez laktobacily a racemizace také probihd rychleji u syrt vyrobenych ze syrového mléka

nez u syru vyrobenych z pasterovaného mléka [30, 32].

Kyselina mlééna mize byt v syrech oxidovana pomoci CMK na produkty, mezi které patii
1 kyselina octova, kyselina mravenci, etanol a oxid uhli¢ity [21, 30]. Nicméné¢, rozsah této
reakce v syrech zavisi na mnozstvi NSLAB a dostupnosti kysliku, jez se urcuje podle
velikosti syra a propustnosti kysliku balicim materidlem. Z tohoto divodu dochéazi u syrt
zabalenych v plastové folii k oxidaci kyseliny mlééné pomoci CMK ve velmi omezené

mifte [30].

Anaerobni metabolizmus kyseliny mlé¢né prostiednictvim Clostridium tyrobutyricum na
kyselinu maselnou a vodik ma za nasledek vadu znamou jako pozdni dufeni. Z divodu
produkce vodiku vznikaji v syru v pribéhu zrani trhliny, kyselina mlécnd zase zpisobuje
nepfijemnou pachut syra. Zabranit se tomu da snizenim poctu spor v mléce (spravna
hygiena, inhibice klieni spor pouzivanim lysozymu a dusi¢nanli, baktofugace nebo

mikrofiltrace) [30, 31].

Metabolizmus kyseliny mlééné ma pii vyrobe syrtu velky vyznam.
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U syru s vysokodohtivanou syfeninou se pii vyrobé do mléka nebo piimo do zraci nadrze
pfidd malé mnozstvi Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii nebo
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii, které v pribéhu zrani v teple rostou
a metabolizuji kyselinu mlé¢nou na kyselinu propionovou, kyselinu octovou, oxid uhli¢ity
a vodu. Prvni dvé slouceniny pfispivaji k chuti syra, CO, migruje syfeninou, az dosdhne
bodu nasycenosti a zacne se hromadit. Formace ok zdvisi na rychlosti a mnoZstvi
vyprodukovaného CO,, poctu a velikosti mist vhodnych pro tvorbu ok, tlaku CO,, rychlosti
difuze a textufe a teploté syra [30, 45].

Metabolizmus laktatu je je také velmi dulezity pfi zrani syrii s plisni na povrchu [17, 30].

laktoza

mlééna, propionova, octova, CO 2 - 1 i
pro?:iozové kvaseni .2%‘ pyrohroznova kys. H- milééna kys. (homofermentativni}
nﬁ Dy
atanol. CO2 milééna, octova, etanol, CO2, H2

etanolove kvaseni octove kvaseni

Obr. 2. Metabolizmus laktozy [48]

2.3 Metabolizmus citratu

Citrat je metabolizovan citrat-pozitivnimi kmeny laktokokil, mezi které patfi Lactococcus
lactis ssp. lactis var. diacetylactis, je také metabolizovan kmeny Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris. Produkty metabolizmu jsou oxid uhli¢ity, ktery je
zodpovédny za mald oka nachézejici se u syrti holandského typu, a diilezité chutové latky,
zejména diacetyl, které pfispivaji k chuti téchto syrt. Citrdt mize byt také metabolizovan
pomoci nékterych kmentt NSLAB na butanol, kyselinu octovou a diacetyl. Mnozstvi citratu
v syfening klesa béhem prvnich Sesti mésict zrani ¢innosti NSLAB na stopové koncentrace

[17, 30].

2.4 Proteolyza a metabolizmus volnych aminokyselin

Ze vSech tii biochemickych d&ji probihajicich béhem zrani syri je proteolyza
nejkomplexnégjsi [17, 18, 30]. Proteolyza pfispiva zejména k meknuti textury syrit béhem
zrani v disledku hydrolyzy kaseinové matrice v syfeniné a sniZzeni hodnoty aktivity vody
(aw) syfeniny (v disledku zmény ve vazbé vody, kdy v pribéhu hydrolyzy byly vytvoteny
nové karboxylové kyseliny a aminoskupiny). Proteolyza ma také pfimy vliv na chut’ syrt
prostiednictvim produkce kratkych peptidit a aminokyselin, z nichz n¢které jsou chutové

aktivni. Usnadiiuji uvolilovani senzoricky aktivnich latek z matrice syra a poskytuji volné
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aminokyseliny. Za ur¢itych okolnosti miize vzniknout nadmérné mnozstvi hydrofobnich
peptidii, coz mize vést ke vzniku hotké chuti, ale ve vhodné koncentraci a pfi spravném

vyvazeni s ostatnimi slouceninami pfispivaji tyto peptidy k ptijemné chuti syra [17, 30].

Proteindzy a peptidazy, které katalyzuji proteolyzu v priitbéhu zrani syrd pochazeji z Sesti
primarnich zdroja: zbytkova aktivita syfidla, nativni enzymy mléka, primarni a sekundarni
bakterie mlé¢ného kvasSeni (napt. Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii,
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii, Penicillium roqueforti, Penicillium
camemberti a celkova grampozitivni bakterialni mikroflora na povrchu syrii zrajicich pod
mazem), NSLAB a v urcitych ptipadech i exogenni proteinazy nebo peptidazy pridavané
do mléka nebo syfeniny z divodu urychleni zrani. Vyznamnym zdrojem proteolytickych
enzymli v mnoha druzich syri je zbytkova aktivita syfidla, nejcastéji chymosinu, ktery
zustava v syfening i po odtoku syrovatky. Az 30 % sytidla ptidaného do mléka zistava
v syfeniné aktivni v zavislosti na faktorech jako je typ enzymu, teplota pii srazeni a pH pii

odtoku syrovatky [30, 49].

V roztoku chymosin §tépi B-kasein na sedmi mistech, z nichZ mnohé se nachéazeji v blizko-
sti hydrofobniho karboxylového konce B-kaseinu, coz muze vést ke vzniku kratkych
hydrofobnich peptidli, které mohou byt hotké. I kdyz je P-kasein v roztoku snadno
hydrolyzovan chymosinem, v syrech je vii¢i chymosinu odolny a je hydrolyzovan pomalu
(asi 50 % za 6 mésici). Ke Stépeni dochdzi na vazbach Lysa - Lysy, Lysos - His/Glnjeg
a Lys; o7 - Gluyes za vzniku v, v,- a ys-kaseint a odpovidajicich proteoso-peptont (PP5, PP8

pomalé a PP8 rychlé) [17, 18, 30].

Hlavnim mistem plsobeni chymosinu na asi-kasein je vazba Phe2s - Phexs, coz vede
k produkci kratkych peptidd, které jsou ithned hydrolyzovany startérovymi proteindzami.
Chymosin $tépi asi-kasein i na fad¢ jinych mist, zejména Leu;o - Lysi,, v mensi mife

Phe32— GIY33, LCUQg - Ly599 a Leumg - Gluno [17, 18, 30, 31, 35]

as2-kasein je vici aktivité chymosinu odoln€j$i nez asi-kasein, mista Stépeni as2-kaseinu
jsou omezena pouze na hydrofobni oblasti molekuly. PfestoZe para-k-kasein obsahuje
nekolik mist, ktera by mohl chymosin $tépit, doposud $té€peni nebylo zjisténo, at’ v roztoku

nebo v syru [17, 18, 30, 31, 34].
Mléko samo o sobé je vyznamnym zdrojem proteolytickych enzyml. Hlavni nativni
proteinazou v mléce je plazmin, coz je proteinaza majici ptivod v krvi, optimalné aktivni

pfi pH 7,5 a teploté¢ 37 °C. Fyziologickd uloha plazminu v krvi spociva v degradaci
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srazenin fibrinu. Proto musi byt aktivita plazminu v krvi pod pfisnou kontrolou. Vznika
tedy z neaktivniho prekurzoru, plazminogenu, ktery je aktivovan plsobenim aktivator
plazminogenu. V mléce jsou plazmin, plazminogen a aktivatory plazminogenu pievazné
spojeny s kaseinovymi micelami a zUstavaji v syfenin¢, zatimco inhibitory plazminu

a aktivatorl plazminogenu odchézeji do syrovatky [16, 17, 30, 49].

Plazmin degraduje kaseiny v nasledujicim pofadi: B-kasein = as2-kasein > asi-kasein.
K-kasein je vuci plazminu odolny. as2-kasein je na ¢innost plazminu velmi citlivy, coz
zpusobuje vymizeni tohoto proteinu v pribéhu zrani syrt. Ke $t€peni as2-kaseinu v roztoku

dochdzi na osmi mistech za vzniku 14 peptidi, z nichz tfi mohou byt hotké [30, 34].

Aktivitu plazminu muaze ovlivnit také pasterace. Plazmin a plazminogen nejsou niceny
Setrnou pasteraci ani teplotami pfi dohfivani syrii. Muze dochazet dokonce ke zvySeni
aktivity plazminu, protoZe vlivem pasterace dochazi k inaktivaci inhibitorti aktivatort

plazminogenu. To je nejvice patrné u syrt s vysokodohtivanou syfeninou [ 16, 30, 49].

Mléko obsahuje i dalsi pivodni proteindzy pochazejici z leukocytii somatickych bunék,
nejvice prozkoumany je katepsin D. Specificnost katepsinu D na kaseiny je velmi podobna
chymosinu, z tohoto divodu je obtizné posoudit jeho roli pfi zrani syri koagulovanych
pomoci syfidla. Nicméné, piinos ke zrani syrti vyrabénych kyselym srazenim mléka bez

pridani sytidla, je také omezeny [16, 17, 30].

Bakterie mlécného kvasSeni obsahuji intraceluldrni a extracelularni peptidazy, které jsou
velmi dulezité pro konecnou fazi proteolyzy v pribéhu zrani syri a kone¢né uvolnéni
volnych aminokyselin jako substratd pro katabolické reakce. CMK, které jsou pouzivany
jako primarni kultura pfi vyrobé syr (napt. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus

lactis subsp. cremoris), obsahuji velké mnozstvi peptidaz [17, 18, 30]:

1. Endopeptiddzy — jsou schopné $tépit peptidy uvniti molekuly

* oligoendopeptidazy — tii typy: PepO, PepF (monomerni metalloendopeptidazy) a PepE
(thiolendopeptidaza)

2. Exopeptidazy — jsou schopné §teépit peptidy na zacatku nebo konci molekuly

* aminopeptiddzy: PepN (monomerni metalloendopeptiddza), PepA (multimerni metallo-
aminopeptidaza), PepC (multimerni thiolaminopeptidaza), PepG (cysteinaminopeptidaza)

a dalsi,

* imidopeptidaza: Pepl - §tépi molekulu prolinu, ktera je na pocatku molekuly,
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* pyrolidon karboxylyl peptidaza: PCP,
* dipeptidyl aminopeptidaza: PepX

3. Dipeptidazy — PepV, PepL, PepR (prolinaza) a PepQ (prolidaza)

4. Tripeptiddza — PepT.

Aktivita a stabilita téchto peptidaz v syru neni jednoznacnd, ale alesponn nékteré jsou
aktivni, coz dokazuje pfitomnost pomérné vysoké koncentrace nékterych peptidii a amino-

kyselin v syru [17].

Proteolyza v syrech, u nichZ se vyuziva pfi vyrob¢ a zrani sekundarni mikroflora, je Casto
ovlivnéna enzymy téchto sekundarnich mikroorganismi. Nejdikladnéji jsou prozkoumany
enzymy Brevibacterium linens. Tento organismus produkuje kromé tfady intracelularnich

enzymu i extracelularni proteindzy a aminopeptidazy [30].

Model proteolyzy u mnoha druhi syri Ize shrnout takto: kaseiny jsou nejprve
hydrolyzovany zbytkovym syfidlem, které je zadrZzeno v syfeniné, a plazminem, popf.
1 jinymi puvodnimi proteolytickymi enzymy, na fadu velkych a stfedné velkych peptidd,
které jsou nasledn& hydrolyzovany proteinazami a peptidizami CMK a NSLAB, popf.
1 sekundarni mikroflérou, na kratsi peptidy a aminokyseliny [17, 30]. Nicméng&, model
a rozsah proteolyzy se u jednotlivych druhii syrii zna¢né lisi. Tyto rozdily jsou zplisobeny
odli$nostmi v pribéhu vyroby syra (zejména vysi dohtivaci teploty) a také prubéhem zrani
(zraci dobou, obsahem vlhkosti, zbytkovou aktivitou syfidla, aktivaci plazminogenu na

plazmin, popt. vznikem sekundarni mikrofléry) [30].

Metabolizmus volnych aminokyselin zahrnuje dekarboxylaci, deaminaci, transaminaci,
desulfuraci a hydrolyzu vedlejSich fetézcl aminokyselin za vzniku nepfeberného mnozstvi
sloucenin, jako jsou karboxylové kyseliny, aminy, amoniak, aldehydy, alkoholy, thioly
a dalsi slouceniny siry, fenoly, oxid uhliity a jiné. Mnohé z nich jsou vyznamné
senzoricky aktivni latky [9, 10, 11, 17, 18, 33, 46]. Aminokyseliny mohou také reagovat
s karbonyly Maillardovou reakci a Streckerovym rozkladem za vzniku velmi rozmanitych

senzoricky aktivnich latek [18].

Dekarboxylace je pfeména aminokyseliny na odpovidajici amin, odchdzi pfitom oxid
uhli¢ity. Mnoho vznikajicich aminli v syru je biologicky aktivnich, Casto vykazuji silny
a nepfijemny zapach. Mnozstvi produkovanych aminii v syru zavisi na koncentraci

prekurzorti aminokyselin a na mikroflofe syra, ktera mtize byt ovlivnéna faktory, jako jsou
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teplota zrani, pH a koncentrace soli. Touto cestou mohou vznikat i biogenni aminy, které
jsou toxickymi zplodinami metabolizmu aminokyselin [11, 17, 30]. Mezi tyto biogenni
aminy patii histidin, kadaverin, tyramin a putrescin. V nizkych koncentracich jsou biogenni
aminy pfirozenou slozkoufady potravin. Ve vysSich mnozstvich se vyskytuji ve
fermentovanych potravinach (kysané zeli, syry, fermentované masné vyrobky, vino, pivo),
kde wvznikaji Cinnosti mikroorganizmi. MnoZstvi biogennich amind lze vyuzit jako
indikator ¢erstvosti. Ceska a evropska legislativa stanovuje limity pro potraviny, které by

mohly znamenat nejvétsi riziko (napt. limit pro tyramin v syrech) [3].

Deaminaci aminokyselin vznikaji ¢innosti aminotransferazy odpovidajici a-ketokyseliny
a amoniak. a-ketokyseliny, zejména ty, vzniklé¢ z aromatickych aminokyselin, mohou byt
chemicky rozstépeny na dilezité chutové a aromatické slouceniny. Déale mohou byt
a-ketokyseliny redukovany na odpovidajici hydroxykyselinu, dekarboxylovany na
odpovidajici aldehydy nebo oxida¢né dekarboxylovany na karboxylové kyseliny. Posledné
zminované vSak nemaji v syrech velky vyznam. Amoniak pfispivda k tvorbé chuti
u nekterych druhi syri. Amoniak také mize vznikat oxidacni deaminaci aminli za vzniku
aldehydt. Cinnost aminotransferazy byla stanovena jako ¢initel limitujici rychlost

produkce tékavych sloucenin v prubehu zrani syrta [10, 17, 30].

Transaminaci vznikaji Cinnosti transaminazy dal§i aminokyseliny. Aldehydy vznikajici
vySe zminénymi procesy mohou byt poté oxidovany na kyseliny nebo redukovéany na
odpovidajici alkoholy ¢innosti dehydrogendz, popt. oxidaz.

Velmi vyznamné z hlediska tvorby aroma syra jsou tékavé sirné slouceniny. Mezi tyto

slouc¢eniny patii sulfan, methanthiol, dimethylsulfid, dimethyldisulfid, methional

a thioestery [17, 30].
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Obr. 3. Vznik senzoricky aktivnich latek [4]

2.5 Lipolyza a metabolizmus volnych mastnych kyselin

Lipidy v potravinach podléhaji hydrolytické a oxida¢ni degradaci. Nicménég, v syrech je
rozsah oxida¢nich zmén velmi limitovan vzhledem k nizkému oxida¢né-redukénimu
potencidlu (okolo -250 mV). Triacylglyceroly ve vsech typech syrii podléhaji hydrolyze
¢innosti pivodnich, endogennich nebo exogennich lipdz. Vysledkem c¢innosti lipdz je
uvolnéni mastnych kyselin z triacylglycerolii obsazenych v mlééném tuku. Tyto mastné

kyseliny s kratkym fetézcem do zna¢né miry pfispivaji k chuti syra [9, 10, 30, 33].

Lipazy pochazi piimo z mléka, z pfidaného syfidla nebo mohou mit ptivod v mikroflote
syra (tzv. mikrobidlni lipazy). Mléko obsahuje uc¢innou nativni lipdzu — lipoproteinlipazu
(LPL). Fyziologicka role tohoto enzymu spociva v metabolizmu triacylglyceroll, které se
dostavaji do mléka z krve. Za optimalnich podminek je trovenn LPL v mléce dostatecna,
aby zpusobila uvolnéni dostatecného mnozstvi mastnych kyselin, coz zptsobi Zluklou chut’
mléka. Nedéje se tak bézn€, nebot’ mlécny tuk je chranén proti Cinnosti LPL
lipoproteinovou membranou a okolo 90 % LPL je spojeno s kaseinovymi micelami. Pokud
je tato membrana mechanicky porusSena, napf. homogenizaci, mize rychle prob&hnout
vyraznd lipolyza. LPL se pfednostné podili na hydrolyze triacylglycerolti, které obsahuji
mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem (Cs — C12), zejména na pozicich 1 a 3 [9, 10,
17, 30]. Cinnost LPL je nejvice patrnd u syrii vyrobenych ze syrového mléka, pasteraci jsou
enzymy z vétSi Casti inaktivovany, 1 kdyz k Gplné inaktivaci tohoto enzymu je nezbytna

teplota 78 °C piisobici po dobu alespont 10 sekund [30]. ProtoZe je LPL pfevazné spojena
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s kaseinovymi micelami, zistava v syfening.

Urovei lipolyzy v syrech, ve kterych se vyvinula sekundarni mikroflora, je ¢asto spojovana
s lipolytickou schopnosti pfidanych kultur. Syry s plisni v tést€ prochazeji béhem zrani
velmi rozsahlou lipolyzou, miize byt rozstépeno az 25 % vsech mastnych kyselin. Hlavni
lipaza u tohoto syra je vytvoiena za pomoci Penicillium roqueforti, v . mmohem mensi mife
za piispévku pivodnich mléénych lipaz a lipaiz CMK a NSLAB. Volné mastné kyseliny
ptimo pftispivaji k chuti syri s modrou plisni v téste, navic prochazeji i ¢aste¢nou B-oxidaci
na alkan-2-ony (methylketony) katabolickou aktivitou plisné. Alkan-2-ony zpusobuji
charakteristickou pikantni chut’ téchto syrd. Za anaerobnich podminek mohou byt n¢které
alkan-2-ony rozloZeny na odpovidajici sekundarni alkoholy, které zplsobuji neptijemné

cizi chuté [9, 10, 18, 30].

cvwr

z divodu nepfitomnosti silnych lipolytickych latek a pomérné dlouhé zrani syrt, jsou
lipazy a esterdzy laktokokti a laktobacilli, pokud jsou pfitomny v dostatecném mnozstvi,
hlavnimi lipolytickymi Ciniteli v syrech s nizkodohtivanou syfeninou vyrabénych z pastero-

vaného mléka [17].

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem prispivaji k tvorbé aroma syrit pfimo. Volné mastné
kyseliny (FFA) ptispivaji k tvorb¢ aroma také nepiimo tim, ze funguji jako prekurzory pro
tvorbu tékavych aromatickych sloucenin prostfednictvim komplexu reakci oznacovanych

souhrnné jako metabolizmus volnych mastnych kyselin [30].

Estery se nachdzeji v mnoha typech syrti a vznikaji reakci FFA s alkoholem. Etanol je
limitujicim reaktantem v produkci esterti, tento alkohol je sekunddrnim produktem pfi
fermentaci laktdzy nebo pfi katabolizmu aminokyselin. Z tohoto diivodu esterim dominuje
ethylester. Mezi dal$i estery, které se v syrech nachdzeji, patii methylester, propylester
a butylester. Thioestery jsou slouceniny vznikajici reakci FFA se sirnymi slouceninami

(obvykle s methanthiolem) [9, 10, 30].

Laktony jsou cyklické slouceniny vznikajici intramolekuldrni esterifikaci hydroxykyselin,
jejichZz dehydrataci vznika cyklické struktura. a-laktony a B-laktony jsou velmi reaktivni,
zatimco y-laktony a o6-laktony jsou pomérné stalé a vyskytuji se v syrech. Laktony jsou
siln¢ aromatické a podili se na celkové chuti syrti. Produkce laktont v syrech v pribéhu
zrani je limitovdna hladinou obsahu jejich prekurzorti — hydroxykyselin. Mlé¢na zlaza ma

d-oxidacéni systém pro katabolizmus mastnych kyselin, takze oxidace v mlécné zlaze je
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zfejmé hlavnim zdrojem prekurzort laktonii. Mnozstvi produkce laktont zavisi na krmivu,
ro¢nim obdobi, fazi laktace a chovu. Hydroxykyseliny mohou vznikat i redukci ketoni.
Laktony mohou vznikat 1 jinym zplUsobem neZ uvolnénim hydroxykyselin z triacyl-
glycerolu. Dodekalaktony mohou vznikat z nenasycenych mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem Cinnosti P. roqueforti, hydroxykyseliny mohou vznikat Cinnosti lipoxygendz

a dalsich enzymu [30].

Metabolizmus FFA je vyznamny zejména u syri s modrou plisni. Koncentrace laktonli
u téchto syrt je vyssi, pravdépodobné z diivodu rozsahlé lipolyzy, ktera zde probiha. FFA
reaguji za vzniku 2-methylketond (alkan-2-ont1). Mnozstvi produkce methylketonii zavisi
na nékolika faktorech, mezi které patii zejména teplota, fyziologicky stav plisné
a koncentrace prekurzorti FFA. I kdyz bylo v syru identifikovano 11 methylketoni, mezi ty
nejCastéj$i patfi pentan-2-on, heptan-2-on a nonan-2-on. Methylketony mohou byt
redukovany ¢innosti enzymu P. roqueforti na odpovidajici sekundarni alkoholy [9, 17, 30,

33].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit zménu proteinového profilu pfirodnich syrt

eidamského typu v pribéhu zrani za raznych teplotnich podminek.
Pro dosaZeni cilt bylo tfeba:
* Popsat technologii vyroby syrt s nizkodohtivanou syfeninou.

» Zabyvat se mikrobiologickymi a biochemickymi reakcemi probihajicimi v syrech béhem

jejich zrani.

Pro zpracovani praktické ¢asti diplomové prace bylo nutno naplnit tyto dil¢i cile:

* Sledovat proteinovy profil v pribéhu zrani syrt za rliznych teplotnich podminek metodou
SDS-PAGE.

* Vysledky statisticky vyhodnotit.

* Na zakladé teoretické ¢asti a vysledki praktické ¢asti formulovat zavery a doporuceni.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Rozdéleni experimenti

V praktické ¢asti byly provedeny dva experimenty simulujici zrdni syri eidamského typu
za odlisnych skladovacich podminek. Proteinové profily syrt skladovanych v lednici a v
temperované komote byly srovnavany s proteinovym profilem téchto syrt skladovanych ve

zracim sklepé.

4.2 Experiment I

Ve spolupraci s vyrobcem piirodnich syra byl zaloZen zraci pokus se syrem s nizkodohii-
vanou syfeninou (eidamského typu) o obsahu tuku v sus§iné 30 %. Z dané Sarze bylo
odebrano 42 cihel. Cihly (1,33 + 0,05 kg) byly po uzavieni do cryovacového obalu ulozeny
do zraciho sklepa s teplotou 10 = 2 °C. Po 23 dnech (od poc¢atku vyroby) bylo 14 cihel
z kazdé Sarze premisténo ze sklepu do lednice (5 = 1 °C), kde probihalo dalsi skladovéni.
Zbyla c¢ast cihel z kazdé Sarze (kontrolni vzorky) zlstala po celou dobu pokusu ve zracim
sklepé (celkem 126 dnil). Odbéry vzorkl ze sklepa (a pozdéji 1 z lednice) byly realizovany
vO0., 3.6, 10, 13, 27, 34., 41., 55., 69., 83., 97., 115. a 126. dnu od pocatku vyroby
(v den O byly syry vyrobeny, vylisovany a uloZzeny do solné lazné, v den 2 byly syry
vyjmuty ze solné lazné, zabaleny do cryovacového obalu a uloZeny do zraciho sklepu).
Z kazdé cihly byl nejprve odkrojen 10 mm plat a nasledné byly odebrany 3 platy (tloustka
25 mm) oznacené S1, S2 a S3, které byly dale rozdéleny na 3 vrstvy: vrstvu I - 7 mm,
vrstvu Il - 28 mm a vrstvu 111, kterou tvofil stfed syra o rozmérech pfiblizné 20 x 20 mm.
Byla provedena analyza vSech tfi platd (S1, S2 a S3) a dvou vrstev (I a III). Od 41. dne po
vyrob¢ byla provedena jak anylyza vzorkli uchovavanych ve zracim sklepé (oznaceni S),
tak vzorkl ulozenych v lednici (oznaceni L). Nékres vzorkovani je uveden na obrazku 4.

Po odbéru byly vzorky nastrouhéany a lyofilizovany z diivodu dalsiho uchovavani.
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Obr. 4. Schematické znazornéni odbéru tri platii a jeho rozdéleni na tri vrstvy (rozmeéry jsou

uvedeny v mm) [40]

4.3 Experiment II

U druhého experimentu bylo od stejného vyrobce (Eidamska cihla, 30 % tuku v susin¢)
z jedné Sarze odebrano 24 cihel (1,38 + 0,12 kg) a uloZzeno do zraciho sklepu na 10 + 2 °C.
Ctvrty den po vyrobé bylo 10 cihel zdané Sarze piesunuto do temperované komory
(16 £2 °C) pro akceleraci zrani. Zbyvajici syry zraly pii teploté¢ 10 +2 °C a slouzily pro
srovnani jako kontrolni vzorky. Odbéry vzorkl ze zraciho sklepa byly realizovany v 1., 3.,
7., 14., 42., 70. a 126. dni od pocatku vyroby. U experimentu II byla provedena opét
anylyza tfi plath oznacenych S1, S2 a S3 ve dvou vrstvach: vrstva I a vrstva IIl. Analyza
byla provedena ve dnech: 1, 3, 7, 14, 42, 70 a 126. Od 7. dne po vyrob¢ byla provedena jak
anylyza vzorki uchovavanych ve zracim sklepé (oznaeni S), tak vzorki pfemisténych do
temperované komory (oznaceni A). Vzorkovani (rozd€leni na platy, resp. vrstvy) bylo
shodné s ptedchozim experimentem. Po odbéru byly vzorky nastrouhany a lyofilizovany

z duvodu dalsiho uchovavani.

4.4 Stanoveni proteinového profilu metodou SDS-PAGE

Pro vlastni stanoveni bylo tieba vzorek upravit k analyze. Do ¢isté zkumavky byl navazen
1 g vzorku syra, do kterého byly nasledné pfidany 3 ml deionizované vody. Poté¢ byly
vzorky inkubovany v termostatu (inkubatoru) po dobu 4 hodiny pfi teploté 40 °C. Nasledne
byly zkumavky vloZeny do centrifugy a centrifugovany 5 minut pfi 6 000 ot./min. Z takto
upravené¢ho vzorku bylo odpipetovano 100 pl vzorku z prostiedni ¢asti zkumavky (bez

tuku z horni Casti a sedliny ze spodni ¢asti) do eppendortky. Ke vzorku pak bylo ptidano
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25 ul 20% SDS, 12,5 ul merkaptoetanolu a vzorkovy pufr v objemu 115 pl. Smés v eppen-
dorfce byla promichéna a 10 minut inkubovéana. Vzorky byly uchovany pifi mrazirenskych

teplotach az do vlastni analyzy.

Pro vlastni analyzu byla pouzita vertikalni elektroforetickd aparatura (Bio-Rad). Tato
aparatura slouzi pro dva gely soucasn¢. SloZeni roztokl a gelti pro SDS-PAGE je uvedeno

v ptiloze P 3.

Pro separaci byl zvolen 17% separacni gel. Po promichdni vSech komponent pro 17% gel
byl roztok ihned aplikovan pomoci pipety mezi skla do takové vysky, aby od horniho
okraje skla byl volny prostor asi 3 cm a aby nedoslo ke vzniku bublin. Pro zamezeni
polymerace na vzduchu a ziskani hladkého povrchu se gel prevrstvil malym mnozstvim
vody. Gel polymeroval pifi pokojové teploté asi 60 minut. Po této dobé byla voda pro
zabranéni polymerace na vzduchu vylita (odséta filtraénim papirem) a byl pfipraven 5%
koncentracni gel, kterym se pak ptevrstvil ztuhly separa¢ni gel. Koncentra¢ni gel se
aplikoval az tésn€ pod horni hranu skla. Do nalitého roztoku 5% gelu byl opatrné vsunut
plastovy hieben pro vytvofeni jamek, z prostoru hiebene bylo nutno odstranit vSechny
vzduchové bubliny. Polymerace pak probihala do druhého dne ve vlhké komtrce pii

pokojové teplote.

Druhy den byl z gelu hieben opatrné vyjmut. Skla byla pfenesena do aparatury a do
spodniho prostoru aparatury byl nalit elektrodovy pufr, ten byl také nalit do horni Casti
vany tak, aby doslo k pfevrstveni jamek timto pufrem, coz je dilezité pro nanaseni vzorkd.
Vzorky byly nanaSeny pomoci pipety v mnozstvi 20 pl, kromé vzorkl proteinti byl nanasen
pomoci pipety i molekulovy hmotnostni standard v mnozstvi 7,5 pl. Po zaplnéni vSech
jamek vzorky a standardem byla aparatura pfipravena ke spusténi. Diky svym vlastnostem
vyzaduje kazdy gel odlisné podminky. Pro putovani proteinii v koncentraénim gelu byla
nastavena hodnota proudu 40 mA. Jakmile proteiny doputovaly k separacnimu gelu, byla
hodnota proudu zvysena na 60 mA. Kdyz ¢elo elektroforézy doputovalo ke spodni hranici
separacniho gelu, elektroforéza byla ukoncena. Elektroforéza trvala asi 1,5 hodiny. Poté
byla od sebe opatrné odd¢lena skla, mezi kterymi se nachéazel gel, nasledné se odstranil
koncentracni gel. Separacni gel byl fixovan ve fixacnim roztoku po dobu 30 minut. Po
odstranéni fixa¢niho roztoku byl gel oplachnut destilovanou vodou. Nésledn¢ byl barven
pomoci barviciho roztoku alespon 1 hodinu, po odstranéni barviciho roztoku byl gel opét
oplachnut destilovanou vodou. Barvici roztok je mozné pouzivat nekolikandsobné.

Odbarveni gelu pomoci odbarvovaciho roztoku probihalo do druhého dne. Fixace, barveni
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1 odbarvovani geli se provadelo jednotlivé v samostatnych miskach. Slozeni fixacniho,

barviciho i odbarvovaciho roztoku je uvedeno v piiloze P 3.

sample loaded onto gel
by pipette

cathode

plastic casing

buffer

Obr. 5. Nanaseni vzorkit na gel [39]
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Obr. 6. Princip SDS-PAGE separace [44]
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4.5 Hodnoceni gelu

Gely byly sejmuty digitalnim fotoaparatem Olympus Camedia C-4000 ZOOM (Olympus,
Japonsko) s objektivem Pentax C31204 (Japonsko) v rezimu MAKRO.

Nasledné byly snimky gelt analyzovany pomoci programu Bio-1D.

Byly pouzity 3 molekulové standardy — Protein Test Mixture 5 (vyrobce SERVA) s defino-
vanymi molekulovymi hmotnostmi proteintt 29; 21; 12,5 a 6,5 kDa, druhy pouzity
molekulovy standard — SERVA Unstained SDS PAGE Protein Marker (vyrobce SERVA)
s definovanymi molekulovymi hmotnostmi proteinti 67; 45; 29; 21; 14,3 a 6,5 kDa a tfeti
standard — Protein Marker Broad Range (vyrobce New England BioLabs) s definovanymi
molekulovymi hmotnostmi proteinti 66,4; 42,7; 34,6; 27; 20; 14,3 a 6,5 kDa.

Po oznaceni pozic jednotlivych bandii vzorkii véetné molekulového standardu byly
programem Bio-1D vypocteny hodnoty molekulovych hmotnosti proteinovych frakci.
Znaceni proteinit bylo provedeno manualné a spravnost oznaceni dan¢ho prouzku byla

potvrzena pfitomnosti piku v denzitometrické kiivce dané drahy.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky experimentu I

5.1.1 Vysledky stanoveni proteinového profilu vzorki syria

Na obrazku 7 je zobrazen reprezentativni gel se sérii vzorkli experimentu I, jedna se
o vzorky uchované ve zracim sklepé jen po dobu nékolika dni. Do prvni a predposledni
jamky byl pipetou nanesen standard o jednotlivych velikostech proteinti 6,5; 14,3; 21; 29;
45 a 67 kDa. Poté byly nanaSeny vzorky. Prvni ¢islo znaci den zrani, S teplotu zrani (zraci
sklep, 10 + 2 °C), dalsi ¢islo je oznaceni platu a vrstvy. Stejnym zpiisobem byly naneseny

vSechny ostatni vzorky.

1. = 3 B2 5 PR T wem 9 0

Obr. 7. Proteinovy profil vzorkii syrit ziskanych metodou SDS-PAGE: 1: molekulovy hmotnostni
standard, 2: 10521, 3: 10523, 4: 10531, 5: 10833, 6: 13511, 7: 13513, 8: 13521, 9: molekulovy
hmotnostni standard, 10: 13523

Tab. 1. Srovnani profilu proteinii v jednotlivych dnech zrani, velikost proteinii v kDa

10821 10823 10S31 10S33 13S11 13513 13821 13823

28,66 28,77 28,58 28,51 29,26 28,24 28,05 27,62
25,56 25,65 25,56 25,47 26,71 25,29 25,65 24,78
21,87 21,68 22,04 21,38 23,22 21,5 21,5 21,13
16,22 15,99 16,68 16,14 17,8 15,69 16,07 15,84

10,09 10,01 10,62 9.4 6,65 9,09 9,63 10,93
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Z tabulky 1 je zfejmé, Ze u vSech vzorkl syra bylo identifikovano 5 proteinti s molekulo-

vou hmotnosti v rozmezi 6,65 az 29,26 kDa.

Na obrazku 8 je opét zobrazen gel se sérii vzorkil z experimentu I, tyto vzorky reprezentuji
69. den zrani a jsou zde jak vzorky ulozené ve zracim sklep¢, tak vzorky, které byly
presunuty ve 23. dni zrani do lednice. Do prvni a pfedposledni jamky byl pipetou nanesen
standard o jednotlivych velikostech proteind 6,5; 12,5; 21 a 29 kDa. Poté byly nanaseny
vzorky. Prvni ¢islo znaci den zrani, S a L teplotu zrani, dalsi Cislo je oznaeni platu

a vrstvy.

Obr. 8. Proteinovy profil vzorkii syrii ziskanych metodou SDS-PAGE: 1: molekulovy hmotnostni
standard, 2: 69521, 3: 695823, 4: 69531, 5: 69533, 6: 69L11, 7: 69L13, 8: 69L21, 9: molekulovy
hmotnostni standard, 10: 69L23
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Tab. 2. Srovndni profilu proteinit v jednotlivych dnech zrani, velikost proteinii v kDa

69521 69S23 69S31 69S33 69L11 69L.13 691L.21 69L.23

30,96 31,06 31,01 30,82 30,03 29,93 29,69 29,34
25,44 28,85 28,59 28,59 23,76 27,92 23,71 23,51
24,54 25,29 25,34 24,89 19,44 24,29 21,63 21,22
22,61 24,39 24,2 22,7 16,54 21,95 19,27 19,15
20,08 22,56 22,19 19,87 13,4 19,61 16,08 16,24
16,7 19,95 20,08 18,23 8,32 16,28 13,21 14,71
14,08 18,4 18,44 16,37 13,35 8,43 13,21
12,88 16,49 16,45 14,04 12,4 8,6

9,14 13,9 13,59 11,81 8,76 4,27

8,71 11,2 9,03
8,76

Z tabulky 2 vyplyva, Ze u téchto vzorki syru bylo identifikovano 6 — 11 proteint s moleku-
lovou hmotnosti v rozmezi 4,27 az 31,06 kDa. U vzorkl syrit ulozenych ve zracim sklepé
bylo jednou zjisténo 9 proteinti, dvakrat 10 proteind a jednou 11 proteind (v rozmezi 8,76
az 31,01 kDa). U vzorkd ulozenych v lednici je pocet identifikovanych proteinti nizsi:

jednou bylo zjiSténo pouze 6 proteint, jednou 7 proteint a dvakrat 9 proteind.

Na obrazku 9 je zobrazen gel se sérii vzorkl reprezentujich 97. den zrani a jsou zde jak
vzorky ulozené ve zracim sklepé, tak vzorky uloZené v lednici. Do prvni a ptfedposledni
jamky byl pipetou nanesen standard o jednotlivych velikostech proteint 6,5; 12,5; 21 a 29
kDa. Poté byly nanaSeny vzorky.
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Obr. 9. Proteinovy profil vzorku syru ziskanych metodou SDS-PAGE: 1: molekulovy hmotnostni
standard, 2: 97511, 3: 97513, 4: 97521, 5: 97523, 6: 97531, 7: 97533, 8: 97L11, 9: molekulovy
hmotnostni standard, 10: 97L13

Tab. 3. Srovnani profilu proteinii v jednotlivych dnech zrani, velikost proteinii v kDa

97511 97513 97821 97523 97831 97833  97L11  97L13
29,78 29,91 30,04 29,91 29,65 30,17 29,13 28,59
28,15 28,68 28,54 28,22 28 28,86 23,63 25,29
26,34 26,27 24,36 24,41 24,1 25,16 21,59 23,67
23,84 2428 21,84 228 21,75 23,93 19,52 21,59
21,84 2084 19,78 19,63 19,56 22,28 16,75 19,41
19,45 19,52 16,79 16,71 18,13 20,04 13,2 15,21
16,98 18,26 14,13 15,2 16,71 18,78 11,7 13,5
14,99 16,44 13,64 13,35 13,11 17,06 7,79 12,05
13,2 13,01 11,27 12,62 10,58 14,29 8,46
11,78 11,47 8,16 7,24 7,42 13,25
7,91 7,36 11,98
8,94

Z tabulky 3 vyplyva, Ze u téchto vzorki syrt bylo identifikovano 7 — 12 proteinti s moleku-
lovou hmotnosti v rozmezi 7,24 az 30,17 kDa. U vzorkl syri uloZzenych ve zracim sklepé

bylo tiikrat zjisténo 10 proteint, dvakrat 11 proteint a jednou 12 proteinti (v rozmezi 8,94
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az 30,17 kDa). U vzorkd ulozenych v lednici je pocet identifikovanych proteinti nizsi:

jednou bylo zjisténo 8 a jednou 9 proteind.

Z uvedenych hodnot v tabulkach 1 — 3 vyplyva, Ze s rostouci hodnotou dne zrani roste
pocet identifikovanych protein. Nejvice proteinti bylo zjisténo v 97. dni zrani u platu 3
a vrstvy III u vzorku uloZzeného ve zracim sklepé (viz vyse). Déle jsme z tabulek 2 a 3
schopni rozeznat rozdil mezi vzorky uloZenymi ve zracim sklepé a vzorky, které byly
pfesunuty do lednice, tzn., Ze byly predCasné vyskladnény a zraci proces nebyl dokoncen.
Rozdily mezi jednotlivymi platy nebo vrstvami nejsou z téchto vysledki experimentu

patrné.

5.1.2 Statistické vyhodnoceni proteinového profilu ve vzorcich syri

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Unistat. Proteinové profily vzorki

syrt s nizkodohiivanou syfeninou ziskané metodou SDS-PAGE byly rozdéleny do 4 skupin

o024

vyhodnoceni pomoci tzv. shlukové analyzy. Vysledkem této analyzy jsou tzv.

dendrogramy.
1. Proteinovy profil stfedt (vrstev III) tietich plati (S3) vSech analyzovanych vzorka.

2. Proteinovy profil vzorka ulozenych ve zracim sklepé¢ od pocatku vyroby do 34. dne

zrani ve vSech 3 platech (S1, S2 1 S3) a dvou vrstvach (vrstvy I a III).

3. Proteinovy profil vzorkli uloZzenych ve zracim sklepé¢ od 41. dne zrani do 126. dne

zrani ve vSech 3 platech a dvou vrstvach.

4. Proteinovy profil vzorkl uloZzenych v lednici od 41. dne zrdni do 126. dne zréni ve

vSech 3 platech a dvou vrstvach.
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Obr. 10. Dendrogram vyjadrujici vysledky shlukové analyzy proteinového profilu stiedit (vrstev
11l) tretich platii (S3) vSech analyzovanych vzorkit syrii (na ose x jsou vyznaceny vzorky, na ose

y vzddalenost)

Z dendrogramu na obrazku 10 jsou patrné tfi samostatné shluky. Jednotlivy shluk

predstavuje vzorky syru, jejichz proteinové profily jsou si podobné ¢i blizké.

Proteinové profily syrt s nizkodohtivanou syfeninou ve 3. a v 6. dni po vyrob¢ jsou téméf
totozné, nelisi se ani od proteinového profilu téchto syrti ihned po vyrobé (ve dni 0).
Podobné¢ jsou i vzorky syra 10 dnti po vyrobé. D4 se tedy fici, Ze pokud se jedna o stiedy
platt syrd, do 10. dne zrani probihaji biochemické zmény ve vSech platech syra podobné
a také proteinové profily jsou si velmi podobné. Ve 13. dni po vyrobé se proteinovy profil
syri méni a odliSuje se 1 od vzorkli syri odebranych 27. i 34. den po vyrobé.
I z proteinovych profilt vzorkt téchto syri metodou SDS-PAGE je patrny narst mnoZzstvi
proteind, zejména téch s niz§i molekulovou hmotnosti. Ve 13. dni po vyrobé bylo
identifikovano v priméru 5 proteini, ve 34. dni uz bylo identifikovano v priméru 7
proteinti. S pfedchozimi vzorky jsou piibuzné i vzorky syrti 41 dnl po vyrobé. Proteinovy
profil vzorki syrd 41 dnG po vyrobé ulozenych ve zracim sklepé je velmi podobny

proteinovému profilu vzorkl syrti 41 dnli po vyrobé¢ uloZenych v lednici.

K vyraznéj$im zméndm mezi syry uloZzenymi ve zracim sklep€ a v lednici dochazi, jak je

patrné z dendrogramu, uz v 55. dni po vyrob¢. Proteinové profily téchto syrt se uz od sebe
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pon¢kud odlisuji. Stejné€ lze hodnotit i vzorky v 69. dni po vyrobé. Z piedchazejici analyzy
proteinovych profild vzorka téchto syrd metodou SDS-PAGE (viz vyse) je patrné, Ze
u syrt ulozenych ve zracim sklepé bylo identifikovano vét§i mnozstvi protein nez u syrt
ulozenych v lednici. Dochazi zde tedy k intenzivnéj§im biochemickym zménam, které
souvisi s pribéhem zrani syrti s nizkodohtivanou syteninou. Ptibuzné se vzorky syri 55
dnit po vyrob¢ jsou vzorky syrt 83 dnii po vyrobé, které byly skladovany v lednici. Se
vzorky syri 69 dnli po vyrobé jsou piibuzné vzorky syrt 83 dnd po vyrobe, které byly

skladovéany ve zracim sklepé.

Jesté vyraznéjsi rozdil v proteinovém profilu se objevuje u vzorkl syrti uloZenych ve
zracim sklepé€ a v lednici 115 dnii po vyrobé a 126 dni po vyrob¢. Piibuzné se vzorky syri
126 dnli po vyrobé jsou i vzorky syri 97 dni po vyrob¢ skladované v lednici, méné
ptibuzné pak jsou tyto vzorky se vzorky syrti 97 dna po vyrob¢, které byly skladovany ve

zracim sklepé.
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Obr. 11. Dendrogram vyjadiujici vysledky shlukové analyzy proteinového profilu vzorki
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ulozenych ve zracim sklepé od pocatku vyroby do 34. dne zrani ve vSech 3 platech (S1, S2 i S3)
a dvou vrstvach (vrstvy I a I1)

Z dendrogramu na obrazku 11 jsou patrny 4 hlavni shluky.
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Proteinovy profil vSech vzorkl odebranych ihned po vyrobé¢ (den 0) a vzorkli vSech platt
vrstvy I odebranych po 3 dnech zréni 1ze povazovat za totozny. Podobny je i vzorek syra 3
dny po vyrobé u 1. platu vrstvy III, tedy platu, ktery je odebran ze vzdalenosti 10 mm
z okraje Eidamské cihly. Ptibuzné s predchozimi vzorky jsou i zbyvajici vzorky 3. dne
zrani (3S23 a 3S33) a dale vzorky 6. a 10. dne zrani 1. platu vrstvy L. Z toho je patrné, ze v
raném stupni zrani probiha hydrolyza proteinti v povrchovych vrstvach syra pomaleji.

U druhého shluku jsou si nejvice podobné vzorky syrti 6 dnti po vyrobé u platd S2 a S3
vrstvy III, mirné se od téchto vzorkil odliSuje vzorek stejného dne zrani a stejné vrstvy
platu S1 (tedy vzorek 6S13) a vzorek 10S21. Pfibuzné s ptedchozimi vzorky jsou i vzorky
6. dne zrani platd S2 a S3 povrchové vrstvy 1. Do tohoto shluku patii také, 1 kdyz jsou uz
ponékud odlisné od ptedchozich, vzorky syrti 10 dnti po vyrobé plati S1 a S2 vnitini vrstvy
III a vzorek syra 13S11.

Dalsi shluk je tvofen vzorky 10 dnti po vyrobé tietich plati obou vrstev I a Il a vzorky 13
dnit po vyrobé. Z tohoto shluku, stejné jako ze dvou ptedchozich, je patrna vyraznéjsi
hydrolyza proteint u platu 2 a 3 nez u platu 1 a u vrstvy Il nez u vrstvy L.

U posledniho shluku je viditelny v podstaté totoZny proteinovy profil vzorki 27. a 34. dne
zrani plath S2 a S3 wvnitini vrstvy III. Velmi podobny je i vzorek 34S13. V ptibuznosti
s témito vzorky jsou vzorky 27. dne zrani plati S2 a S3 povrchové vrstvy I, které jsou si
navzdjem znacné blizké svym proteinovym profilem. Ptibuzné s pfedchozimi vzorky jsou
a ke stejnému shluku patfi i vzorky 27 a 34 dni po vyrob¢ platu S1 vrstev I a III a vzorky
34 dnii po vyrobé plati S2 a S3 vrstvy L.
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Obr. 12. Dendrogram vyjadiujici vysledky shlukové analyzy proteinového profilu vzorki

ulozenych ve zracim sklepé od 41. dne zrani do 126. dne zrani ve viech 3 platech a dvou vrstvach

Z dendrogramu na obrazku 12 je patrno sedm shluki.

V prvnim shluku maji nejvice shodné proteinové profily vzorky 41S23 a 41S33, dal§imi
podobnymi vzorky v tomto shluku jsou vzorky 41S11 a 55S11. Z toho je ziejmé, ze
v povrchovych vrstvach, popt. ve vrstvach blize k povrchu, probihaji biochemické procesy
pomaleji nez uvnitt syra. Dale do tohoto shluku spadaji a piibuzné s predchozimi vzorky,
co se proteinovych profill tyka, jsou zbyvajici vzorky 41. dne zrani.

U dalsiho shluku je viditelna totoZnost proteinového profilu vzorki 55 dnli po vyrobé& plati
S2 a S3 vrstvy III. Tuto totoZnost nebo piibuznost jsme u predchozich shluka v kratsi dobé
po vyrobé (napt. dny 34 a 41) jiz nckolikrdt zaznamenali. Velmi podobny profil ma
1 vzorek 55. dne zrani platu S1 vrstvy III. Velmi podobné v tomto shluku jsou i vzorky
69S21 a 69S31. Déle ke shluku patii zbyvajici vzorky 55. dne zréni a vzorky 69. dne zrani
vSech plath vrstvy IIL

Samostatny shluk tvofi vzorek 69S11 a 83S11.

Ctvrty shluk je tvofen vzorky 83. dne zrani, zfetelnd piibuznost je mezi vrstvami III
ruznych plat a také mezi vrstvami I rliznych plath. Vnitini a povrchova vrstva syra se 83
dntl po vyrob¢ v proteinovém profilu odliSuji, 1 kdyZ patii do stejného shluku.

Nasledujici shluk je tvofen vzorky 97. dne zrani. Opét jsou si podobné vrstvy I a vrstvy 111
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u jednotlivych platt, jak tomu bylo u ¢tvrtého shluku, rozdily mezi proteinovym profilem

wewvr

vvvvvv

vyrob¢ (napi. podobnost u dnit 41 a 55, 69 a 83).

Sedmy shluk tvofi zbyvajici vzorky 115. a 126. dne zrani. Je zde opét zfejma podobnost
mezi vrstvami [ a vrstvami III jednotlivych plat a také skutecnost, Ze pfi zrani uvnitt syra
dochazi k vyraznéj$Sim biochemickym zménam a zméndm v proteinovém profilu nez na
povrchu syra — piibuznost mezi vzorkem 115 dnt po vyrobé platu 3 wvrstvy III

a vzorkem 126 dn po vyrobé¢ stejného platu vrstvy L.
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Obr. 13. Dendrogram vyjadrujici vysledky shlukové analyzy proteinového profilu vzorkii

ulozenych v lednici od 41. dne zrani do 126. dne zrani ve vSech 3 pldatech a dvou vrstvdch

Z tohoto dendrogramu jsou patrné 3 hlavni shluky.

U prvniho shluku jsou téméi totozné vzorky 41. dne zrani plath S2 a S3 vrstvy III (tedy
vzorek 41L23 se vzorkem 41L33) a u 69. dne zrani vzorek 69L23 se vzorkem 69L33.
V piibuznosti s nimi jsou i vzorek 41L13 u 41. dne zrani a vzorek 69L13 u 69. dne zréani.
Z toho vyplyva podobny proteinovy profil vrstvy Il jednotlivych plati v jednotlivych
dnech zrani. V 55. dni zréni jsou rozdily mezi vzorky platd S2 a S3 vrstvy III vétsi, ale jsou
stale podobné. Ptibuzné, co se proteinovych profila tyka, jsou v podstaté vSechny vzorky

syra s nizkodohtivanou syfeninou 41. dne zrani ulozené v lednici, rozdily mezi vrstvami I
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a Il nejsou zasadni. Do tohoto shluku patfi i zbyvajici vzorky syrti 55 dni po vyrob¢ a dale
vzorky 69L.21 a 83L11.

V dalSim shluku jsou si nejvice podobné vzorky 69L11 a 83131 Dale jsou si podobné
vzorky 83. dne zrani plati S2 a S3 vrstvy III, ptibuzny s témito vzorky je i vzorek 83. dne
zrani platu S1 stejné vnitini vrstvy a vzorek 69. dne zrani platu S3 vrstvy 1. Tato skute¢nost
ukazuje na opacny jev nez u syru zrajicich ve zracim sklepé, a to rychleji probihajici
hydrolyzu proteinli na povrchu neZ uvniti syrti. Ve stfedu syra ulozeného v lednici tedy
neprobihaji béhem zréni tak intenzivni biochemické procesy jako u syra uloZeného ve
zracim sklepé a proces zrani stifedové ¢asti je zpomalen. V 97. dni zrani jsou rozdily mezi
jednotlivymi platy vrstvy III vyraznéjsi.

U tretiho shluku jsou téméi totozné vzorky 115. dne zrani plati S2 a S3 vrstvy I (tedy
vzorek 115121 se vzorkem 115L31) a vzorky 126. dne zrani plati S1 a S3 vrstvy I (tedy
vzorek 126L11 se vzorkem 126L31). Podobnost je mezi vzorky 97L31 a 115L11 a mezi
vzorky 115L23 a 115L33. Ke shluku patfi 1 zbyvajici vzorky 115. a 126. dne zrani.

5.2 Vysledky experimentu I1

5.2.1 Vysledky stanoveni proteinového profilu vzorku syri

Na obrazku 14 je zobrazen gel se sérii vzorkli experimentu II, tyto vzorky reprezentuji 7.
den zrani a jsou zde jak vzorky ulozené ve zracim sklep¢, tak vzorky, které byly presunuty
ve 4. dni zrani do temperované komory. Do prvni a predposledni jamky byl pipetou
nanesen standard o jednotlivych velikostech proteinii 6,5; 14,3; 21; 29; 45 a 67 kDa. Poté
byly nanaSeny vzorky. Prvni ¢islo znaci den zrani, S a A teplotu zrani, dalsi Cislo je

oznaceni platu a vrstvy.
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Obr. 14. Proteinovy profil vzorkii syri ziskanych metodou SDS-PAGE: 1: molekulovy hmotnostni
standard, 2: 7823, 3: 7831, 4. 7833, 5: 7411, 6: 7413, 7: 7421, 8: 7423, 9: molekulovy
hmotnostni standard, 10: 7431

Tab. 4. Srovnani profilu proteinii v jednotlivych dnech zrani, velikost proteinii v kDa

7823 7831 7S33 7A11 7A13 7A21 7A23 7A31
30,19 30,44 30,06 30,7 29,94 29,46 29,46 29

25,82 26,36 25,82 26,61 25,82 25,87 25,43 25,58
24,36 22,85 22,81 22,39 22,39 22,03 22,03 22,12
22,03 19,35 19,53 19,48 19,35 19,13 18,9 20,39
18,85 14,87 15,91 15,34 15,34 14,23 14,37 18,76
14,66 3,58 14,52

Z tabulky 4 vyplyva, Ze u téchto vzorkl syra bylo identifikovano 5 — 6 proteinli s moleku-
lovou hmotnosti v rozmezi 3,58 az 30,7 kDa. U vzorkl syrd ulozenych ve zracim sklepé
bylo jednou zjiSténo 6 proteint a dvakrat 5 proteini. U vzorkli ulozenych v temperované
komote bylo zjisténo dvakrat 6 proteinll a tfikrat 5 proteind. MnozZstvi identifikovanych
proteini v 7. dni zrdni u vzorkii ulozenych ve zracim sklepé je stejné se vzorky

pfemiSténymi do temperované komory.

Na obrazku 15 je zobrazen gel se sérii vzorka reprezentujich 70. den zrani. Do prvni a
pfedposledni jamky byl pipetou nanesen standard o jednotlivych velikostech proteinti 6,5;
14,3; 21; 29; 45 a 67 kDa.
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Obr. 15. Proteinovy profil vzorkii syrii ziskanych metodou SDS-PAGE: 1: molekulovy hmotnostni
standard, 2: 70423, 3: 70431, 4: 70433, 5: 70511, 6: 70513, 7: 70821, 8: 705823, 9: molekulovy
hmotnostni standard, 10: 70831

Tab. 5. Srovnani profilu proteinii v jednotlivych dnech zrani, velikost proteinii v kDa

70A23  70A31  70A33  70S11  70S13 70821 70823  70S31
2837 2874 30,55 3042 3147 3147 3147 27,11
26,82 26,7 285 2842 28,83 28,79 28,9 252
25,03 2514 2633 2581 2628 2644 2654 2329
20,85 212 2229 2259 2229 2259 2239 212
18,42 18,93 20,61 20,51 18,05 18,26 18,31 19,44
15,88 16,39 17,67 17,67 12,66 133 133 15,49
11,29 5.8 12,5 4,48 4.4 7,26 4.4 8,1
5,62 58

U teéchto vzorkd syrd bylo identifikovdno 7 — 8 proteini s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 4,4 az 31,47 kDa. U vzorkl syrti ulozenych ve zracim sklepé bylo v péti
ptipadech zjiSténo shodné 7 proteint. U vzorkl uloZzenych v temperované komote bylo
zjisténo jednou 7 proteind a dvakrat 8 proteinti. Mnozstvi identifikovanych proteind v 70.
dni zrédni u vzorkil uloZenych ve zracim sklep€ je mirné niz8i nez u vzorkl uloZenych

v temperované komote.
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5.2.2 Statistické vyhodnoceni proteinového profilu ve vzorcich syri
Vysledky proteinového profilu vzorki syri experimentu Il byly rozdéleny do 3 skupin.
1. Proteinovy profil stfedt (vrstev III) tietich plati (S3) vSech analyzovanych vzorki.

2. Proteinovy profil vSech vzorkl uloZenych ve zracim sklepé ve vSech 3 platech (S1,

S2 1 S3) a dvou vrstvach (vrstvy I a III).

3. Proteinovy profil vSech vzorkd uloZenych v temperované komoie ve vSech 3

platech a dvou vrstvach.

TOA33
1523 TSR3 14532 42553 TOSE3 128522

Obr. 16. Dendrogram vyjadrujici vysledky shlukové analyzy proteinového profilu stiedii (vrstev
11l) tretich platii (S3) vSech analyzovanych vzorkii syrii

Z dendrogramu na obrazku 16 je patrny pouze jeden shluk.

Proteinové profily syri s nizkodohtivanou syieninou v 1. a v 3. dni po vyrob¢ jsou témér
totozné, vyrazné se neli$i ani od proteinového profilu téchto syrtt 7 dnli po vyrobé
uloZenych ve zracim sklepé. Podstatné vice se od proteinového profilu téchto vzorki
odliSuje uz vzorek 7 dnti po vyrobé, ktery byl pieloZzen do temperované komory. Da se tedy
fici, ze pokud se jednd o stiedy platd syrii, do 3. dne po vyrobé jsou probihajici
biochemické zmény ve vSech platech syra podobné a také proteinové profily jsou si velmi
podobné. 7 dnli po vyrob¢ jsou uz patrné mensi zmeény mezi vzorky uloZzenymi ve zracim

sklepé a vzorky ulozenymi v temperované komote, u nichz pravdépodobné dochazi
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k intenzivnéj$im biochemickym zménam v prubéhu zrani. Dale jsou si nejblizsi, co se
proteinového profilu tyka, vzorek 14. dne zrani zrajici v temperované komote (14A33) se
vzorkem 42. dne zrani zrajicim ve zracim sklepé (42S33) a vzorek 70A33 se vzorkem
126S33. Z toho lze usuzovat, ze u vzorkl syrti ulozenych v temperované komote probiha

proces zrani rychleji nez u vzork syrt uloZzenych ve zracim sklepé.

1523
1833
14511
14523
14533
14513
14531
42511
42521
42531
TOs11
42523
42533
Tos21
70831
T0S33
T0S23

7S31
14521

1511
1531
1513
1521
3511
3523
3533
3813
3521
3s31
7511
7$13
7823 [
|
7521
126531
42513
126513
70513
126511
126521
126523
126533

Obr. 17. Dendrogram vyjadrujici vysledky shiukové analyzy proteinového profilu vSech vzorku
ulozenych ve zracim sklepé ve vsech 3 platech (S1, S2 i S3) a dvou vrstvach (vrstvy I a I1I)

Z dendrogramu na obrazku 17 jsou patrné 4 shluky.

Do prvniho shluku patii vS§echny vzorky syri 1 a 3 dny po vyrob¢ a vzorek 7 dnii po vyrobé
prvniho platu prvni vrstvy. V podstaté totozné jsou vzorky 1S11 a 1S31 a dale vzorky
vSech tii plath (S1, S2 a S3) vrstvy III . Povrchova vrstva I a stfedova vrstva III se od sebe
navzajem mirn¢ odlisuji. Co se ty¢e 3. dne zrani, opét jsou si vzorky vSech tii plati vrstvy
I podobné, prvni plat se mirn¢ odliSuje. Méné podobné proteinové profily maji vzorky

3S21 a 3S31, ptibuzny s témito vzorky je i vzorek 7. dne zrani 7S11.

Ve druhém shluku maji totozny proteinovy profil vzorky 14. dne zrani vSech tii plath
vrstvy III. Podobny témto vzorklim je 1 vzorek 14. dne zrani platu S3 vrstvy 1. Déle jsou si
podobné vzorek 7S23 se vzorkem 7S33 a vzorek 14S11 se vzorkem 14S21. Proteinové

profily vSech vzorkil 14. dne zréni uloZenych ve zracim sklep¢ jsou podobné proteinovému
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profilu vzorku 42. dne zrani platu S1 prvni vrstvy, v pfibuznosti s t€émito vzorky jsou také
vzorky 42S21 a 42S31. Dale k tomuto shluku patii vzorek 70. dne zrani platu S1 vrstvy I
(70S11). Z téchto skutecnosti vyplyva, ze v povrchovych vrstvach, popt. ve vrstvach blize
k povrchu, probihaji biochemické procesy pomaleji nez uvnitt syra, jak jsme zaznamenali

1u experimentu I.

Ke tretimu shluku patii vzorky 42523 a 42233, 70S21 a 70S31, ptibuzny s témito vzorky je
a k tomuto shluku patii i vzorek 126S31.

U posledniho shluku maji nejvice podobny proteinovy profil vzorky 42S13 a 70S33,
vzorkli mé vzorek 126S13. Dale jsou si podobné vzorky 70. dne zrani platu S1 vrstvy III se
vzorkem 126. dne zrani platu S1 vrstvy I, v pfibuznosti s témito vzorky je také vzorek 126.
dne zrani platu S2 vrstvy 1. Ke ¢tvrtému shluku patii 1 vzorky 126S23 a 126S33, které jsou

si také podobné, co se proteinového profilu tyka.

“ — 1
L

; ? .

TA13
TAZ3
TA33
TA1I1
TAZ1
TA31
14411
14431
42411
3

14833
42413

42521
42023

Famga(‘)
3R 4R

Obr. 18. Dendrogram vyjadrujici vysledky shlukové analyzy proteinového profilu vsech vzorki

14A13

uloZenych v temperované komore ve vsech 3 platech a dvou vrstvach

Z dendrogramu na obrazku 18 jsou patrné 4 shluky.

K prvnimu shluku patii vS§echny vzorky syrtt 7 dnl po vyrobé€, nejpodobnéjsi proteinovy

profil maji vzorky 7A13 a 7A23, dale k tomuto shluku patii vzorky syrti 14 dnti po vyrob¢
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vSech plath vrstvy 1. Z tohoto shluku je patrna vyrazné€jsi hydrolyza proteinti vrstvy III nez

u vrstvy L

K dalsimu shluku patii zbyvajici vzorky syri 14 dnii po vyrobé, tedy vzorky vsech plath
vrstvy I, nejpodobnéjsi proteinovy profil maji vzorky 14A23 a 14A33. Dale ke shluku
patii vSechny vzorky syrt 42. dne zrani. Podobny proteinovy profil maji vzorek 14A13 se

vzorkem 42A11 a vzorek 42A13 se vzorkem 42A21.

Ke tretimu shluku patfi vzorky 70. dne zrani vSech plata vrstvy I, shodnéjsi proteinovy

profil maji vzorky 70A11 a 70A21.

Ke ¢tvrtému shluku patii vzorky 70. dne zrani vSech plati vrstvy III, shodnéjsi proteinovy
profil maji vzorky 70A23 a 70A33. Z poslednich dvou shlukli vyplyvd podobnost mezi
jednotlivymi platy vrstvy I a vrstvy III. Vzorky syra 70. dne zrani vrstvy I jsou si navzajem
podobné, stejné jako vzorky syrtt 70. dne zrani vrstvy III. Co se tyce platd, objevuje se zde

rozdil v proteinovém profilu, zejména mezi platem S1 a S3.

5.3 Diskuze
Cilem této diplomové prace bylo zjistit zménu proteinového profilu pfirodnich syrt

eidamského typu v pribéhu zrani za riznych teplotnich podminek metodou SDS-PAGE.

Byly provedeny dva experimenty. U prvniho z nich byly zkoumany rozdily mezi vzorky
syrt eidamského typu uloZzenymi ve zracim sklepé (10 = 2 °C) po celou dobu experimentu
a vzorky stejného typu syra pielozenymi po 23 dnech zrani do lednice (5 = 1 °C) z divodu
simulace pfedCasného vyskladnéni. U druhého experimentu byly srovnavany vzorky syra
eidamského typu ulozené ve zracim sklepé se vzorky ptelozenymi po 4 dnech zrani do

temperované komory (16 &+ 2 °C) z divodu akcelerace zrani.

U ptirodnich syrii eidamského typu ulozenych ve zracim sklepé se ptredpokladalo vétsi
rozpéti profilu proteinii nez u stejného typu syrii prelozenych po 23 dnech zrani do lednice.
U syru skladovanych v lednici se ptedpokladal zpomaleny proces zrani z divodu plsobeni

nizké teploty. Tyto piedpoklady byly potvrzeny pokusem.

V proteinovém profilu ptirodnich syri eidamského typu se vyskytuji i proteiny s
molekulovymi hmotnostmi nad 26 kDa, coz mize byt zplsobeno zbytky proteind
syrovatky, které¢ ve skutecnosti vSechny neodejdou, popt. mikroorganismy (mikrobidlnimi

proteiny) pfitomnymi v syru.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

Pii statistickém vyhodnoceni experimentu I byly proteinové profily ziskané metodou SDS-
PAGE nejprve rozdéleny na 4 skupiny a poté kazda skupina byla zvlast vyhodnocena
metodou shlukové analyzy. Co se tyka sttedu (tedy vrstvy III) jednotlivych plati syrt, do
10. dne zrani zde probihaji biochemické zmény podobné a také proteinové profily jsou si
velmi podobné. V nasledujicich dnech zrani se proteinové profily zacaly od sebe odliSovat
a bylo zjisténo, ze u syrt ulozenych ve zracim sklepé doSlo k intenzivnéjSim
biochemickym zméndm neZ u syrit uloZzenych v lednici. Tyto vysledky potvrzuji, Ze pro
spravny prubéh proteolyzy je zapotiebi optimélnich teplotnich podminek. Dale byly také
srovnavany jednotlivé platy a vrstvy v jednotlivych dnech zrani. U syrt uloZenych po
celou dobu experimentu ve zracim sklepé byla prokdzana vyraznéjsi hydrolyza proteint
u platd 2 a 3 nez u platu 1 a u vrstvy Il nez u vrstvy I, z ¢ehoz vyplyva skutecnost, ze
v raném stupni zrani probihd hydrolyza proteinti na povrchu syra pomaleji. Dochazi k tomu
pravdépodobné proto, Ze sl na povrchu syra brzdi aktivitu mikroorganismt. U syrQ
uloZenych v lednici se objevuje opacny jev nez u syra zrajicich ve zracim sklepé, a to
rychlejsi hydrolyza proteint povrchové vrstvy syrii nez vnitini vrstvy syri. Ve stfedni ¢asti
syra ulozeného v lednici tedy neprobihaji béhem zrani tak intenzivni biochemické procesy

jako u syra ulozené¢ho ve zracim sklepé a proces zrani stfedové ¢asti je zpomalen.

U druhého experimentu bylo metodou SDS-PAGE prokdzano mirn¢ zvétSené rozpéti
proteinového profilu u syri premisténych do temperované mistnosti nez u stejného typu

syru skladovanych ve zracim sklepé, to vSak az v pokrocilejsi dob¢ zrani.

Pti statistickém vyhodnoceni experimentu II byly proteinové profily ziskané metodou SDS-
PAGE rozdéleny na 3 skupiny, ziskali jsme tedy 3 dendrogramy. Pokud se jednd o stiedy
platt syrt, do 3. dne po vyrob¢ jsou probihajici biochemické zmény ve vSech platech
podobné a také proteinové profily jsou si velmi podobné. 7 dnti po vyrobé jsou uz patrné
mensi zmény mezi vzorky uloZenymi ve zracim sklepé a vzorky uloZzenymi v temperované
komote, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze u vzorka ulozenych pti vyssi teplot¢ dochéazi v prubéhu
zrani k intenzivnéj$im biochemickym zménam. Co se tyCe srovnani jednotlivych plati
a vrstev, v povrchovych vrstvach, popt. ve vrstvach blize k povrchu, probihaji biochemické
procesy pomaleji nez uvnitt syra, jak jsme zaznamenali 1 u experimentu I. Vyrazné;si
hydrolyza proteinii byla zaznamendna u vrstvy Il nez u vrstvy 1. Stejnych vysledkti bylo
dosazeno jak u vzorkii skladovanych ve zracim sklepé¢, tak u vzorki uloZzenych v tempero-

vané komore.
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ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na zménu proteinového profilu ptirodnich syrt

eidamského typu v pribéhu zrani za raznych teplotnich podminek.

V teoretické Casti byla popsana technologie vyroby téchto druhti syrd a biochemické reakce

probihajici v téchto syrech béhem zrani.

V praktické c¢asti bylo na zékladé vysledki proteinového profilu ptirodnich syri

eidamského typu v pribéhu zrani za rGznych teplotnich podminek zjiSténo nckolik

skute¢nosti:

Proteolyza probihala vyraznéji ve vzorcich, které¢ byly po celou dobu zraciho
pokusu skladovany ve zracim sklepé. Naopak, méné intenzivné probihala
proteolyza u vzorkl, které byly po 23 dnech ze zraciho sklepu vyskladnény a dale
skladovany za teplot 5 + 2 °C v lednici.

U vzorkl syrh zrajicich ve zracim sklepé probihala proteolyza v raném stupni zrani
pomaleji v povrchové Casti nez ve vnitini ¢asti syra. U syrit uloZzenych v lednici se
objevil opacny jev, a to rychlejsi hydrolyza proteinti povrchové vrstvy v pocatcich
zrani.

Proteolyza u vzorkl syrt skladovanych za teplot 16 + 2 °C v temperované komote
probihala intenzivnéji, nez u vzorka skladovanych ve zracim sklepé. Proteolyza
u téchto vzorki byla v pocatcich zrani vyraznéjsi ve vnitini ¢asti syra nez v Casti
povrchové.

Teplotni podminky pfi zracich procesech vyrazné ovlivitovaly proteolytické procesy

probihajici u pfirodnich syrt eidamského typu.

Na zakladé této diplomové prace je mozné ucinit nasledujici ndvrhy a doporuceni:

Dodrzovat doporucenou dobu zrani.

Pokud by byly syry z ekonomickych divodu vyskladnény diive, mély by byt do
technologického procesu pii vyrobé téchto syri zafazeny prostiedky pouzivané

k urychleni zrani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CMK Cisté mlékarské kultury
FFA volné mastné kyseliny
GIn glutamin

Glu glutamin

His histamin

Leu leucin

LPL lipoproteinlipaza

Lys lysin

NSLAB nezakysové bakterie mléEného kvaseni
Phe fenylalanin

PP proteoso-pepton

SDS sodium dodecyl sulfat

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylendiamin
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PRILOHA P 1: SCHEMA VYROBY SYRU S NiZKODOHRIVANOU
SYRENINOU

Vyroba syri s nizkodohFivanou syfeninou

VYBER MLEKA
max. 7,6 SH, dobra kysaci
schopnost a syfitelnost g

r

PASTERACE
73-75°C,20-15s ¢

1.-

smetanova kultura PREDZRANI MLEKA
0,05 -0,10% 8-10°C, 14-16 h &

30 minut pred syienim
CaCl,: 10-20 g/1001 zakladni kultura (sm.)
KNO;: 10 g/100]  sssemaiie STANDARDIZACE < 1,0 —2,0%

1

eventuelné barva doplikova kultura
] 0,01 -0,02 %
# Lactobacillus casei
SRAZENI

[ syFidlo st 31-33°C, 30—40 minut i

KRAJENI a DROBENI
15 minut, zrno 5-7 mm

VYTUZOVANI a [odchod syrovatky
ODPOUSTENI SYROVATKY (20 — 40%)
15 a 5 minut
praci voda 50-80°C DOHRIVANI
st 34 -42°C, 5 = 15 l:ninut - odpusténi syrovatky
DOSOUSENI 50-80%
30 — 70 minut, zrno 3 — 5 mm
TVAROVANI a LISOVANI"
predlisovani 25-30 min, odchod syrovatky |
5-50kPa =
lisovani 20-60 min, 10-50kPa ,
soln4 lazen *
18 — 20 % NaCl VOUTEPELNE SOLENI
5-15SH 1d16—18°Cald10712°(§
ZRANI V | | zraci folie |

5 —8tydd, 6 — 12°C, RV 80%

[ BALENI, PORCOVANI "™T-% teplota d—8°C |




PRILOHA P 2: POPIS METODY SDS-PAGE

SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza) je separacni
metoda uzivana v biochemii, imunologii, mikrobiologii a molekularni biologii ke stanoveni
proteind na zaklad¢ jejich velikosti, tedy 1 odlisné molekulové hmotnosti. Zahtatim vzorku
za denaturacnich a reduk¢nich podminek dochazi k jeho denaturaci a navazani molekul
SDS (dodecylsulfatu sodného), ktery udéli proteinu vysoky zaporny naboj piimo imérny
jeho hmotnosti. Je to déno tim, Ze SDS se vaze na proteiny v poméru 1,4 g SDSnal g
bilkoviny. K této zméné¢ muze dojit az po rozstépeni disulfidickych miistkii v molekule
proteinu, coz zajiStuje napf. merkaptoetanol. Po naneseni vzorku (proteinu) na gel
a umisténi gelu do elektrického pole dochazi k migraci proteinli ke kladné elektrodé
(anod¢). Béhem této migrace jsou proteiny separovany na principu molekulového sita
v polyakrylamidovém gelu. Na zéklad¢ jejich velikosti se kazdy protein pohybuje skrz gel
rozdilnou rychlosti. Mensi proteiny pronikaji péry gelu snadnéji nez vétsi, které musi
odolavat vétSimu odporu. Jako porézni matrice slouzi polyakrylamidovy gel, ktery se
pfipravuje kopolymeraci akrylamidu a N,N’-methylen-bisakrylamidu. Polymeraci
monomert akrylamidu vznikaji linedrni fetézce, které jsou propojeny bisakrylamidovymi
miistky do trojrozmérné sit€. Pomér koncentraci akrylamidu a bisakrylamidu pouzitych
k ptipravé gelu zavisi na velikostech proteinil, které chceme separovat. Nizkd koncentrace
akrylamidu se pouzivé k separaci proteinti o vysoké molekulové hmotnosti, zatimco vysoka
koncentrace se pouziva k separaci proteinii o0 malé molekulové hmotnosti. Po n¢jakém case
jsou proteiny na zakladé své molekulové hmotnosti rozd€leny. Nasledné je mozné
aplikovat Coomassie blue, latku, kterd se na proteiny navaze a posléze je po odbarveni
zviditelni. Po nasledné vizualizaci separovanych proteinil v gelu se da urcit jejich relativni
molekulovda hmotnost srovnanim délky migrace se standardem o znamé molekulové

hmotnosti.



PRILOHA P 3: ROZTOKY A GELY POUZITE PRO SDS-PAGE

Tris pufr pro separacni gel (pH 8.8)
Tris (Sigma) 18,15 ¢

Deionizovana voda 50 ml
Pomoci koncentrované HCI (Sigma) upravit pH na hodnotu 8,8 a doplnit deionizovanou

vodou do 100 ml. Uchovavat pfi teploté 4 °C.

Tris pufr pro koncentracni gel (pH 6.8)
Tris (Sigma) 6,0 g

Deionizovana voda 50 ml
Pomoci koncentrované HCI (Sigma) upravit pH na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanou

vodou do 100 ml. Uchovéavat pfi teploté 4 °C.

Elektrodovy pufr
El puftr dle Laemliho (SERVA) 100 ml

Deionizovand voda 900 ml
Elektrodovy pufr dle Laemliho 10x koncentrovany (SERVA) pfed pouzitim doplnit

deionizovanou vodou do pozadovaného objemu v poméru 1:9.

30% roztok akrylamidu

Akrylamid 292 ¢g

N,N’-methylen-bisakrylamid 0,8 g

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovavat pii 4 °C v tmavé 1adhvi. Obé latky jsou

toxické, pii pfiprave roztoku je nutno pouzit rukavice.

Vzorkovy pufr - 0,062 M Tris HCI, 5% merkaptoetanol, 10% glycerol
Tris-HCI 0,0977 g

Merkaptoetanol 0,5¢g

Glycerol 1,0g

Bromfenolovd modi 0,01 g

Upravit pH na 6,8 a doplnit deionizovanou vodou do 100 ml.



Fixacni roztok - 10% kys.trichloroctova
Kyselina trichloroctova 50g
Deionizovana voda 100 ml

Rozpustit a doplnit deionizovanou vodou do 1 1.

Barvici roztok

0,25% Coomassie Blue R-250 v 50% (v/v) metanolu a 10% (v/v) kyselin¢ octové

0,25% Coomassie Blue R-250 1,25¢g
Metanol 250 ml
Kyselina octova 50 ml

Doplnit deionizovanou vodou do 500 ml.

Odbarvovaci roztok

25% (v/v) metanol a 10% (v/v) kyselina octova
Metanol 250 ml
Kyselina octova 100 ml

Doplnit deionizovanou vodou do 1 1.

Ptiprava geli

17% separacni gel 5% koncentracni gel
30% roztok akrylamidu 14,25 ml 2,04 ml
Tris pufr 6,25 ml (pH 8,8) 3 ml (pH 6,8)
Deionizovana voda 4 ml 6,9 ml
10% SDS 250 wl 120 wl
10% persiran amonny 250 wl 60 ul
N,N,N’,N’-tetrametylendiamin (TEMED) 10 pl 15l

Gely byly piipravovany cerstvé pred kazdou aplikaci mezi skla, separacni gel byl
pfipravovan v mnozstvi 25,01 ml, koncentracni gel v mnozstvi 12,135 ml. Jako posledni

byl aplikovén roztok akrylamidu a TEMED.




Pii pH koncentracniho gelu 6,8 maji ionty obsazené v gelu nizkou mobilitu. Na rozdil od
toho, pfi pH separacniho gelu 8,8 je mobilita iontd v gelu vysokd. ProtoZe systémem
protéka konstantni proud, musi dle Ohmova zakona byt odpor koncentracniho gelu vyssi
nez odpor separa¢niho gelu. Pii dostate¢né odlisné koncentraci pufru v koncentracnim
a separacnim gelu bude napéti v koncentraénim gelu dostatecné vy$si nez napéti v separac-
nim gelu, aby kompenzovalo rozdil v mobilitdich iontd. V systému je poté mobilita
separovanych proteinli nasledujici: mkonc. gel < proteiny < msep. gel. Diky této své mobilité se
separované proteiny na rozhrani gelli zkoncentruji a sefadi dle svych mobilit. Dilezité je,
aby koncentra¢ni gel obsahoval nizkou koncentraci polyakrylamidu a nebranil tak

proteinim v pohybu.
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