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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva zranim ptirodnich syrti holandského typu a vlivem soli na jeho
proto je tfeba studovat jeho vyznam ve vyrobé syrti. Pravé obsah soli do znacné miry
ovliviiuje intenzitu procesu zrani, ale také ostatni parametry syra jako jsou obsah suSiny a
tvrdost. V pribéhu tii mésict zrani modelovych syrt s riznym obsahem soli byl sledovan
vliv soli na pH, obsah susiny, proteinovy profil, obsah volnych aminokyselin a biogennich
amint, ale také na tvrdost vzorkl. Délka soleni méla vliv na obsah suSiny a tvrdost vzorki.

ZvySeny obsah soli inhiboval produkci volnych aminokyselin a biogennich amind.

Kli¢ova slova: syr holandského typu, zrani syrti, proteolyza, obsah soli

ABSTRACT

This thesis deals with a Dutch-type cheese ripening and the influence of salt content on it.
The ripening process is one of the most important factors that influence sensory quality of
cheese. Therefore, it is necessary to study it's importance in cheese production. Salt content
largely influences the ripening process but also other parameters as dry matter content and
hardness. In the course of 3 months of ripening model cheese with different contents of
salt, the following observations were made: The influence of salt on pH, dry matter con-
tent, protein profile, contents of free amino acids and biogenic amines but also the hardness
of samples. Time of brining had influence on dry matter content and the hardness of sam-

ples. Higher salt content inhibited the production of free amino acids and biogenic amines.

Keywords: Dutch - type cheese, cheese ripening, proteolysis, salt content



Moje pod€kovani patii pfedeviim Ing. Vendule Pachlové, Ph.D., za odborné vedeni této
diplomové prace. Vazim si piedeviim Casu, ktery mi a této diplomové praci vénovala, je-
jich cennych rad a v neposledni fadé jeji trp€livosti. Pod€kovani patii Ing. Ludmile Zalesa-
kové za €as v€novany analyzdm a za pomoc, kterou mi v prib&hu zpracovani diplomové
prace poskytla. Dékuji také roding, ktera mi umoznila studium a piéatelim, ktefi mi dodava-

li optimismus.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalaifské/diplomové prace a verze elektronickd nahrana

do IS/STAG jsou totozné.



OBSAH

L A0 ) ) 2RSSR ORPPP 10
I TEORETICKA CAST ......ooiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt 11
1  VYROBA SYRU HOLANDSKEHO TYPU...........ccccovoiiiiiriseeeeeeeeeeeenens 12
1.1 KVALITA MLEKA PRO VYROBU SYRU ....cccoiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
1.2 UPRAVY MLEKA PRED SYRENIM w..vcvtviveeieieeeeeeteteeetees et eeeeeseeeseeeesesaeaesesesaneeeeena, 13
1.2.1  Standardizace MIEKA ..........ooevuiiiiiiii i 13

1.2.2  Pasterace MIEKA .......uuuveviiiiiiiiiiiiiee et 13

1.2.3  Ostatni Upravy mléka pred Syrenim...........ccoevviveiiiieiniieeniieenee e 14

1.3 INOKULACE MLEKA ....iiiiiiieee ettt a e e e e e e e aaaaaaaa s 14
14 S RENT L1ttt anananaaanannaanaanaaanannnnnnnnnnns 15
15 ZPRACOVANT SYRENINY ....uuuuuuuuuuuuuuusununsnsnssnsnnnssssnsnssssnnssansnsssssnssssnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 16
1.6 FORMOVANI SYRENINY ...cceiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeaeeseeeeseessssessessererrereeeees 17

2 SOLENISYRU ... ..ottt 18
2.1 ZPUSOBY SOLENT SYRU ... .uuuuuuuuuuuuuuunuunuuuussssnnnnnnnsnnnnssnsnnssnsnsnnnsnnsssennnnnnnnnnnnnnnnnnn 18
SOLENI PONORENIM DO SOLNE LAZNE ...........ccceieeeeeee e 18
VTIRANI SOLI DO POVRCHU SYRA .......ccueviiieiieieeeeeeeeeeee et 20
SOLENI DO TESTA c.cccccoee e 21
SOLENI DO MLEKA.........cccciuteeeeee e e e e eieiittteea e e e e e e e ettt aa e e e e e e e e s s et a e e e e e e s s s asnbaanaraeeeeaaaans 22
2.2 FAKTORY OVLIVNUJICT ABSORPCI SOLI......uuuviiiireeeeeeiiiiiiineeeeeeeeessssinnnneneeeeessanns 22

3 ZRANISYRU .....ooooiiiioceeeeeeeeeeeee ettt 24
3.1 BALENT SYRU ...ttt ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e s e s raaeeeeeeanaas 25
3.2 VYVOIMIKROFLORY ...cceiiiiiiiiiuitieeeeeaeessaiiissnsnesssesessssssssssssssesesssssnssssssssseeeesnnns 26
3.3 METABOLISMUS LAKTOZY, LAKTATU A CITRONANU ....cvvvieeeeiiiiiiiirreeeeeeeseennnnnns 26
3.4 PROTEOLYZA ...ciittttttieeee e e e s e eititaeee e e e e e e s s ssaaaaseeaaeeeeaaansnsbaaaeeeeeeesssssnsbnnraneeeeesanans 27
3.5 KATABOLISMUS AMINOKYSELIN ....ccoiiiitiiiiieeeeeessiiirrrrrereeeeessssnnnnsseseeeessssnnnnnnns 30
3.6 I 1:70) ) 072N PEESPR 31
3.7 KATABOLISMUS MASTNYCH KYSELIN ....uuvviiirieeeesiiiiiinrereeeeeessssisnnrseseeeessssnnnnnnns 32
3.8 ZKRACENI DOBY ZRANI L.1vviiiiiiiiiiciiiiiiie e e e e sttt e e e e s st e e e e e e e e e s e nnnnnnaeee s 32

4 VLIV SOLI NAVLASTNOSTI A ZRANI SYRU .......ccooovviiiiiiireceeeeen, 35
4.1 VLIV SOLI NA AKTIVITU PRITOMNE MIKROFLORY A HODNOTU PH....................... 36
4.2 VLIV SOLI NA OBSAH VODY A TEXTURU SYRU ..ueeviiieiiiiiiiiiieieeeeeeesssiininneeeeee e e 36
4.3 VLIV SOLI NA RYCHLOST PROTEOLYZY ...ceeiiiieieeeeee e 37

I PRAKTICKA CAST ...coooiiiiiieeeeeeeeee ettt 40
B CHLPRACE ........oooi oottt 41
6 METODIKA .. e e e e s s e e e e e e e e s e eaaaees 42
6.1 VYROBA MODELOVYCH VZORKU .....cciiuiviiiiieeeeeeieiiiireieeeeeeesssesissssneeseeeesssennnnnnns 42
6.2 ZAKLADNI CHEMICKA ANALYZA ...uuuuuuuiiuuuunnunnnnnsnnnnsnnnnnnsannnnnsnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 44
6.2.1  Stanoveni PH ....ooeeiiiiii 45

6.2.2  Stanoveni 0bSahU SUSINY ......c.ueviiiiiiiiiiieiiiiie e 45

6.2.3 StanoVEN] OBSANU SO . .vvvniiiei ittt e e eeens 45



6.3 TEXTURNI PROFILOVA ANALYZA .. eeeeeeeeeee e eee e et e e eee e e e eeaea e e e neaaaeaenes 46

6.4 STANOVENI OBSAHU VOLNYCH AMINOKYSELIN ......uuuuuuuuuununnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 47
6.5 STANOVENI BIOGENNICH AMINU .....uuuuuiiuuuininainnnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnsnnnnnnnnnnnnnnnnn. 48
6.6 STANOVENI PROTEINOVEHO PROFILU ....uuuuuuuuuiunentunnsnnsnnssnsnnnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnn 49
7 VYSLEDKY A DISKUZE ......cooovivieoieeeeeeeeeeeeeteeeee ettt e e, 52
7.1 ZAKLADNI CHEMICKA ANALYZA ...uuuuuuuuuuunununnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnssnnnnnnnnnnnnnnnnns 52
7.2 TEXTURNI PROFILOVA ANALYZA ....cciiii e e e 57
7.3 STANOVENI OBSAHU VOLNYCH AMINOKYSELIN ......uuuuuuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 60
7.4 STANOVENI OBSAHU BIOGENNICH AMINU ......uuuuuuuuunuunnnnnnnsnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 64
7.5 PROTEINOVY PROFIL......ceeitiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseeessssssessssssssessssssssresrererrerrereeee. 68
ZAVER ......oooiieooeoeeeeeeee ettt 79
SEZNAM POUZITE LITERATURY .....cooviiiieieieeeeeeee et 81
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .............cococooviiieeeeieeeeeees 87
SEZNAM OBRAZKU .........cooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 88
SEZNAM TABULEK ...ttt ae e 90

SEZNAM PRILOH ..o oo e, 91



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Polotvrdé syry holandského typu jsou nejen v Ceské republice velmi oblibenou skupinou
ptirodnich syrd. Z divodu snizovani vyrobnich nékladl zkracovanim doby zrani vSak asto
syry nespliuji senzorické charakteristiky dostatecné vyzralych syru. Je to dano predevsim
konkuren¢nim tlakem na cenu vyrobku v distribu¢ni siti. Na druhou stranu zrani syra je
nedilnou a bezesporu vyznamnou soucasti technologie vyroby ptirodnich syrd, prostiednic-
tvim kterého dochazi k dosazeni charakteristické textury, chuti a viiné typické pro dany

druh syra.

Rychlost zracich procest je vSak ovlivnéna riznymi faktory, predevsim syfidlem, plazmi-
nem, syrafskou kulturou, non-starterovymi bakteriemi mlé¢ného kvaSeni, obsahem vody,
teplotou zraci komory, ale i dal§imi faktory, jako je napt. obsah soli v syrové matrici. Tato
prace je zaméfena zejména na biochemické procesy probihajici béhem zrani syrii a jejich
ovlivnéni koncentraci soli. Pozornost byla vénovana piedev§sim proteolyze, ktera ma na
charakter syrii holandského typu velky vliv. Stupen proteolyzy byl sledovan pomoci pro-
teinovych profili, ziskanych metodou SDS-PAGE a obsahem volnych aminokyselin. Dale
byly také sledovany sekundarni metabolity biogenni aminy. Biogenni aminy jako sekun-
darni produkty proteolyzy je vhodné stanovovat pro jejich potencialni negativni u¢inek na

lidské zdravi.

Kromé vlivu obsahu soli na stupen proteolyzy byl taktéZ zkouman jeji ucinek na vyvoj

tvrdosti syru jako dalsiho vyznamného senzorického ukazatele syru.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

|. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 VYROBA SYRU HOLANDSKEHO TYPU

Syry holandského typu jsou polotvrdé az tvrdé syry pivodem z Nizozemska. Obsah tuku
muze byt rizny, zpravidla se pohybuje v rozmezi od 20 % (nizkotuc¢né varianty) az po 50
% tuku v susing. Obvykle se rozliSuji dva typy, a to Eidam a Gouda. Jedna se o Syry
s nizkodohtivanou syfeninou. Zakladni surovinou pro vyrobu syrt holandského typu je
kravské mléko. Principem vyroby syra je koagulace mléénych bilkovin do podoby polotu-
hého gelu, ktery ve své struktuie zadrzuje mlécény tuk. Jednotlivé syry se pak mohou lisit
stupném prokysani, pouzitou kulturou, stupném synereze, obsahem soli a podminkami

zrani [1].
1.1 Kvalita mléka pro vyrobu syru

U mléka uréeného pro vyrobu syri je sledovana piedev§im mikrobiologicka jakost, syfitel-
nost, kyselost a kysaci schopnost. Pro vytéznost syrt je pak nejdilezitéjsi obsah bilkovin,

tudiz zpracovatel poZaduje co mozna nejvyssi obsah bilkovin v dodavaném mléce [4].

Z technologickych diivodi je pro vyrobu polotvrdych a tvrdych syrti pouzivano mléko Se-
trné pasterované ¢i syrové. Lze proto zpracovavat pouze mikrobiologicky kvalitni mléko.
Zavazny je vyskyt pfedev§im patogennich, koliformnich a sporulujicich mikroorganizmu,
které by mohly ohrozovat zdravotni nezavadnost vyrobkl ¢i zplisobovat jiné mikrobiolo-

gické vady (napf. dufeni) [4].

Krom¢ mikrobidlni jakosti by mélo mléko splnovat nékteré dal$i parametry jako je napf.
sytitelnost. Jedna se o schopnost mléka srazet se piidavkem syftidla a tvofit syfeninu poza-
dovanych vlastnosti. Syfitelnost je ovliviiovana obsahem bilkovin (predevsim kaseinl),
zastoupeni jednotlivych frakci kaseintll, neporusenosti kaseinovych micel, obsahem vépe-

natych iontd, kyselosti mléka a tepelnym namahanim mléka v prubéhu zpracovani [4].

Mléko musi dale spliovat pozadavky na titraéni kyselost, ktera by se méla pohybovat do
7,6 SH (stupnice Soxhlet-Henkela, vyjadfuje poc¢et ml NaOH o ¢=0,25 mol/l potfebnych

K neutralizaci 100 ml mléka na indikator fenolftalein) [4].

Od mléka je taktéz vyzadovana dobra kysaci schopnost, tzn. schopnost vytvaret bakteriim
mlécného kvaseni vhodné prostiedi pro riist a umozZnit jim metabolizovat ptitomnou lakto-
zu na kyselinu mléénou. Kysaci schopnost je nizka v prvnich hodinach po nadojeni, kdy je

aktivni antibakteridlni systém mléka (imunoglobuliny, lysozym, laktoperoxidazovy systém
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apod.). Tato inhibi¢ni aktivita mléka vSak brzy vymizi. Zavazngjsi je obsah RIL (rezidui
inhibi¢nich latek) a kontaminujici mikroflory, které jsou schopny brénit rastu bakterii

mlécného kvaseni [4].
1.2 Upravy mléka pied syienim

1.2.1 Standardizace mléka

Od jednotlivych druhti syrii je vyZzadovana rizna tucnost a rizny obsah suSiny, z téchto
davodi je tfeba obsah suSiny a tuku v mléce (tedy i1 ve vysledném syru standardizovat).
Standardizace obsahu tuku v mléce se nejcastéji provadi odsttedénim smetany z mléka na
odsmetanovaci odstfedivce a nasledné¢ smisenim odstfedéného mléka se smetanou

V poZzadovaném poméru.

V nékterych ptipadech se standardizuje kromé& obsahu tuku i obsah bilkovin. Obsah bilko-
vin je mozné upravit pridavkem kaseinatti nebo pomoci membranovych separacnich proce-

st (napf. ultrafiltraci) [4].

1.2.2 Pasterace mléka

Syry je mozné vyrabét piimo ze syrového mléka bez pouziti tepelného zahievu nebo z te-
peln€ oSetfeného mléka. Oba zplisoby maji své vyhody i1 nevyhody, a proto je tieba hledat
optimalni feSeni nejéastéji pouzitim $etrné pasterace. Setrna pasterace by méla byt dosta-
tecn¢ ucinna pro inaktivaci vétSiny vegetativnich forem mikroorganismii (pfedevsim pato-
gennich) a zaroven dostatecné Setrna pro tepelné labilni slozky mléka. Cile tepelného oset-
feni spocCivaji v inaktivaci nezadoucich mikroorganismu, inaktivaci enzymt, prodlouzeni

udrznosti produktli a standardizaci podminek pii vyrobé mléénych vyrobkii. Pasterace je

vevr

72°C s vydrzi 15 s [1, 4].

Pouziti vysoké a dlouhodobé pasterace je pro vyrobu polotvrdych a tvrdych syrii problema-
tické pfedevsim z diivodu denaturace sérovych bilkovin. Zdenaturované sérové bilkoviny
se vazi na k-kasein a zlstavaji zachyceny ve srazenin¢, kde zvySuji vaznost vody, coZ je
vhodné pti vyrobé produktii s vys§im obsahem vlhkosti (tvarohy ¢i mékké syry), ale u po-
lotvrdych ¢i tvrdych syrt neZzadouci, z divodu komplikovaného dosahovani pozadovaného

obsahu susiny [4].
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1.2.3 Ostatni upravy mléka pred syrenim

Pted vlastnim syfenim se do mléka davkuje chlorid vapenaty (Ize také pouzit mléénan va-
penaty), ktery ma napomoci syfeni dodanim vapenatych iontt, které mohly byt v procesu
pasterace navazany do nerozpustnych forem. Pravé dostatek vapenatych iontl ma zcela
zasadni vliv na vytvofeni sraZzeniny. Pro standardizaci barvy syrt se pridavaji do mléka
barviva. Nejcastéji vyuzivané je ptirodni oranzovo-zluté barvivo annatto ziskavané ze se-

men stromi Bixa orellana [5].

Polotvrdé a tvrdé syry jsou vyrabény ze syrového ¢i pasterovaného mléka, coz je rizikové
vzhledem k moznému vyskytu bakterialnim spor ve mléce. Pasterace neptedstavuje dosta-
te¢né tepelné oSetfeni pro devitalizaci bakterialnich spor (jedna se piedevsim o spory rodu
Clostridium). Tyto spory maji schopnost vykli¢it a zpsobit mikrobialni vadu nazvanou
pozdni dufeni syrti. Zdutelé syry jsou zdravotné zavadné, proto je tfeba piijmout bezpec-
nostni opatieni pro zamezeni kliceni bakterialnich spor. Nejcastéji se do mléka pred syie-
nim preventivn¢ davkuje nizké mnozstvi dusi¢nanii, které potlaci ptipadné kliceni spor.
Nevyhodou aplikace dusi¢nant je jejich potencialni negativni ptisobeni na zdravi spotiebi-
tele. Moznou alternativou je piidavek enzymu lysozymu ¢i bakteriocinu nisinu. V soucasné
dobé Ize spory z mléka odstranit také pomoci modernich technologii, jako jsou baktofuga-

ce a mikrofiltrace [1].

1.3 Inokulace mléka

Mléko se o¢kuje riznymi syraiskymi kulturami dle vyrabéného druhu syra. Cisté mlékaf-
ské kultury je mozné ptidavat v riznych formach. Tradi¢ni bylo davkovani tekutych za-
kysu, které se pred inokulaci vyrobniku musely v nékolika krocich pomnozovat pro zisk
velkého mnozstvi tzv. provozniho zakysu. Inokulace mléka timto zdlouhavym zpisobem
v8ak nese sva rizika v podobé kontaminace kultur a pomnozeni bakteriofagi v zakysech.
Proto se modernéji pouZzivaji spiSe koncentraty kultur pro piimé zaockovani mléka

V podob¢ zmrazené ¢i lyofilizované [7].

Pred inokulaci se provadi temperace mléka na pozadovanou teplotu, ktera se 1i8i dle pouzi-
vané syrafské kultury. Pro syry s nizkodohtivanou syfeninou se o¢kuje mléko pomoci me-
zofilni Kultury tzv. primarni kultury, pro které se mléko temperuje ptiblizné na teploty 30-

35 °C. Primarni kultury maji za kol pfedevSim prokysani mléka a syfeniny, coZ zplsobi
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pokles pH a ovlivni proces srazeni. Jejich aktivita vSak pokracuje v prubéhu ostatnich

technologickych operaci a podili se tak zasadnim zptisobem i na procesu zrani [6].

Pii vyrobé syri typu Gouda je mléko primarné zaockovano mezofilni aromatickou LD
kulturou s citrat-pozitivnimi koky, tato kultura obsahuje jak kyselinotvorné koky (Lacto-
coccus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris), tak aromatvorné koky
(Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cre-
moris). Z dtvodu produkce CO; se Vv syru V pribéhu dostate¢né intenzivniho zrani objevu-
je nekolik mensich ok ve velikosti hrasku. Kromé primarnich kultur se mohou aplikovat
také sekundarni syratské kultury. Sekundarni kultury se vyznacuji tvorbou charakteristic-
kého aroma syra, proteolytickou aktivitou a je-li to Zadouci také tvorbou ok. Pro syry ho-

landského typu je mozné vyuzit napi. Lactobacillus casei a Lactobacillus helveticus [6].

Po pridavku kultury je nutné mléko dikladné zamichat pro dokonalé rozptyleni granuli
lyofilizované kultury. Pfed vlastnim syfenim se necha kultura né€kolik minut ¢i desitek mi-

nut za ob¢asného promichani aktivovat.

1.4 Syreni

Cilem syfeni je ziskani sraZeniny, ktera je tvofena bilkovinnou siti zadrzujici tuk, vodu a
latky hydrofilni povahy. Sladké syry jsou vyrabény syfenim pomoci syfidlovych enzyma-
tickych preparati. Tradicnim syfidlovym enzymem je chymozin (rennin). AvsSak
v soucasné dob¢ na trhu dominuji alternativni enzymy produkované mikroorganismy a
geneticky modifikovanymi mikroorganismy. Vyuzivany mohou byt i pepsin a enzymy
rostlin. Ukolem syFidlovych preparatt je §tépeni k-kaseinu, jehoZ §tépy jiz nejsou schopny
plnit funkci ochranného koloidu. Ostatni kaseinové frakce, které jiz nejsou stabilizovany «-
struktur. Timto zpiisobem vznika trojrozmérna bilkovinna sit” zadrzujici tuk (koagulat, sy-

fenina) [7].

Chymozin je proteaza specificky $tépici peptidovou vazbu v molekule k-kaseinu mezi 105.
a 106. aminokyselinou (mezi fenylalaninem a metioninem). Roz$tépenim v tomto misté
vznikaji dva Useky, hydrofobni para-k-kasein a hydrofilni k-kaseinmakropeptid. Odstépe-
nim hydrofilniho tiseku x-kaseinu ztrati kaseinové micely stabiliza¢ni vrstvu. Jiné syfidlo-

vé enzymy v§ak mohou §tépit i jiné vazby k-kaseinu. Je zadouci, aby syfidlo $tépilo speci-
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ficky k-kasein. V ptipad¢ rozsahlé proteolyzy kaseinli by se snizovala vytéznost syra a

hrozily by senzorické vady pti vzniku hotkych peptidu [4].

Po ptidavku syfidla se mléko promicha pro dokonalé rozptyleni enzymu a ustali se hladina
mléka. Pro vlastni syfeni je nutné ponechat mléko v klidu bez michani. Syfidlo se davkuje
tak, aby srazeni trvalo zhruba 20-40 minut. Pokud by syfeni probihalo vyrazné déle, zvysi-
la by se pravdépodobnost rozsahlejsi proteolyzy nejen k-kaseinu, ale i ostatnich frakci
kaseintl, coz je nezadouci. Vliv na spravny pribéh koagulace ma také spravna teplota, kte-
rd by neméla klesnout pod 15 °C (b€zn¢ vyuzivané jsou teploty kolem 30 °C), pH syfeného

mléka a koncentrace vapenatych iontd [4].

1.5 Zpracovani syreniny

Pro vytuZeni sraZzeniny a vypuzeni syrovatky se syfenina opatrné¢ prokroji a nasledné drobi,
micha a dohtiva. VSechny tyto operace jsou siln€ zavislé na druhu vyrabéného syra. Pro

prokrojeni, drobeni a michani se pouziva systém ocelovych nozu a strun (tzv. harf) [12].
» Prokrojeni a drobeni

Prvni prokrojeni by mélo byt opatrné, aby se omezil vznik tzv. syraiského prachu (drobné
castecky srazeniny unikajici do syrovatky). Po opatrném prokrojeni se rychlost harf zvysi a
Castice syieniny jsou zmensovany do podoby syratskych zrn, jejichz velikost se odviji od
druhu vyrdbéného syra. Drobn¢jsi zrna zadrzi méné syrovatky (vyroba tvrdych syrt) nez

velka zrna (vyroba polomékkych a mékkych syra) [7, 12].
» VytuZovani zrna

Vytuzovani se provadi michdnim syraiskych zrn ve vypuzené syrovatce. Zrna se nesmi
nechat sedimentovat, jinak hrozi jejich slepovani a tvorba syrovéatkovych hnizd (mista, kde
se zadrzuje syrovatka). Michani je obvykle zajiStovano systémem harf. VytuZzovanim je
podpofena synereze syraiskych zrn (smr$tovani), ¢imz je vypuzen dalsi podil syrovatky
[12].
» Dohfivani

Syry holandského typu patii do skupiny syrt s nizkodohiivanou syfeninou. U t&chto syrii
se k lepsimu vypuzeni syrovatky aplikuje béhem michani zahtev. Zvysena teplota ovliviu-
je nejen rychlost vypuzovani syrovatky, ale i rozvoj zédkysovych kultur, a tim i rychlost

okyselovani syfeniny. Teplota dohiivani se u syrti s nizkodohiivanou syfeninou pohybuje
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okolo 36-42 °C. Pied dohiivanim je ¢ast syrovatky odpusténa (obvykle v rozsahu 20-30 %
syrovatky) a nasleduje ptidavek teplé praci vody o teploté 60-90 °C a o objemu 50-80 %
odebrané¢ho objemu syrovatky. Piidavek teplé vody by mél byt pomaly, jinak hrozi zadrze-
ni ¢asti syrovatky pod pokozkou zrn. Do praci vody jsou vyluhovany nékteré slozky (pte-
devsim laktdza), coz ovlivni biochemickou aktivitu kultur. Pomér odpusténé syrovatky a
ptidané praci vody je nazyvan pracim pomérem. K nasledné regulaci teploty (béhem do-

souseni) se vyuziva meziplasté vyrobniku [7, 12].
» DosouSeni

Dosouseni je michani syrafskych zrn v syrovatce po dosazeni teploty dohfivani. Provadi se
obvykle po dobu desitek minut. Dosouseni se ukonéi v okamziku, kdy maji syrafska zrna
pozadované vlastnosti. Zrna maji spravnou velikost. Pfi stisku v dlani se slepuji do

kompaktniho valce, ktery se mirnym tlakem opét rozpadne na jednotliva zrna [8].
» Vypousténi

Dosusena syrafska zrna jsou dopravena do tvofitek v proudu syrovatky, kterd zamezi
osychani syfeniny. Vypousténi se provadi samospadem ¢i pomoci ¢erpadel. Tuto operaci je

tteba provadét Setrné [8, 12].

1.6 Formovani syfFeniny

Formovani syfeniny zajiStuje premeénu zrnité struktury na kompaktni blok pozadované
velikosti a tvaru. Formovani se provadi vétsinou v plastovych ¢i kovovych tvotitkach, kte-
ré jsou perforované pro lepsi odtok syrovatky. Formovani se 1isi podle druhu vyrabéného
syra. Syry holandského typu se formuji lisovanim za pouziti zna¢ného tlaku, ktery ma za

ukol vytésnit jak syrovatku, tak i pfitomny vzduch a vytvofit kompaktni blok [8].

Zpocatku je aplikovan slabsi tlak tak, aby kiira vytvorena na lisovaném bloku byla celistva,
ale zaroven do jisté miry slaba, aby nebranila ochodu dal§iho podilu syrovatky. Celistva
kiira bez otvord slouzi jako ¢aste¢na bariéra vici praniku mikroorganismu do syra. Tlak
vyvijeny na formy je postupné zvySovan, ¢imz je odstranén dalsi podil syrovatky a je vy-
tvofena pevngjsi kura. Aplikovany tlak by mél byt rovnomérny pro vyrovnany obsah vlh-
kosti v hmot¢ syra. Doba lisovani se obvykle pohybuje kolem 2-4 hodin. Taktéz je béhem

lisovani dulezita teplota okoli, ktera zasadnim zpisobem ovliviiuje rychlost prokysani [8].
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2 SOLENI SYRU

Obsah soli vyznamné méni fyzikalni, chemické a mikrobiologické charakteristiky syrt. Stl
udili syram slanou chut’, podnécuje dalsi vypuzeni syrovatky, upravuje konzistenci syrii a
zpeviiuje povrch syru, ovliviuje zrani syra a inhibuje kontaminujici mikrofléru. Zptsob
soleni a kone¢ny obsah soli se odviji od druhu vyrabéného syra. Odlisné zptisoby soleni

maji zasadni vliv na konzistenci a prub¢h zrani vyrabéného syra [8].

Obsah soli v svrech se mizZe pohybovat v rozmezi:

» nizky obsah soli do 1,5 % — zejména u Cerstvych syrt

stiredni obsah soli v rozmezi 1,5 az 3 % — u syrti holandského a ementélského typu

>
> vys8i obsah soli az do 6 % — u syra s plisni v tésté
>

vysoky obsah soli nad 6 % — u syri zrajicich v solném nalevu

Syry mohou byt soleny nékolika zplisoby. Nize uvedené zpusoby soleni se daji kombino-

vat. Jednotlivé zptsoby soleni nachazeji uplatnéni u riznych druhii syri.

2.1 Zpusoby soleni syrii

Soleni ponoienim do solné lazné

Jedna se o nejcastéji pouzivany zpisob soleni syrii na izemi CR, vyuzivany napi. k soleni
syrit holandského typu. Syry se soli ponofenim do roztoku soli, jehoz koncentrace se lisi
podle pozadovaného obsahu soli v prosoleném syru a v zavislosti na délce soleni. Na za-
kladé& rozdilného osmotického tlaku uvniti syra a v solance za¢nou ionty Na* a CI” difun-
dovat do povrchovych vrstev syra a nasledné (v prubéhu zrani) az do jadra, zatimco mole-

kuly vody putuji do vnéjSich vrstev, kde je vysoka koncentrace soli a nasledné ven do sol-

ného roztoku [8, 12].

Solna lazen obsahuje piiblizné 23 g soli/100 g roztoku, koncentrace soli vSak mliZze byt i
vyrazné niz$i okolo 15 g/100 g. pH solné 1azné by mélo byt udrzované na podobnych hod-
notéch jako je pH soleného syra, coz je zhruba 4,8-5,4. Pro zabranéni uvoltovani vapena-
tych iontl z proteinové matrice syra, se do solné lazné piidava malé mnozstvi CaCl; (0,3
g/100 g). Pokud by se vapenaté ionty uvoliovaly z vazeb s kaseiny, zacaly by kaseiny ab-

sorbovat dalS$i mnozZstvi vody a zvySila by se jejich rozpustnost. Takovy syr by byl m&kky
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a na povrchu by se nevytvofila kiira, coz by umoznilo rychlejsi mikrobidlni kazeni. Teplota

solné lazné je obvykle udrzovana kolem 12-22 °C [12].

Koncentrace soli a obsah vody se v syrech solenych v solnych roztocich zna¢né 1isi na raz-
nych mistech v jednom bloku (okrajové ¢asti x stied). Tyto diference mohou zptusobit vel-
ké rozdily v ¢innosti syratskych kultur a ve stupni zrani v ramci jediného bloku syra. Po-
mér stl/voda a predevsim aktivita vody ayw maji nejvétsi vliv na enzymatickou a mikrobio-
logickou ¢innost v daném misté hmoty syra. Vyrovndvani obsahu vody, soli i ostatnich

slozek v celém objemu muize trvat v zavislosti na velikosti bloku i mésice [12].

Ponofteni syru do solného roztoku vSak nezplisobi v syru pouze zvysSeni slanosti a snizeni
obsahu vody. Mezi syrem a solnou lazni probih4 1 vyména ostatnich nizkomolekularnich
latek jako jsou laktat, volné aminokyseliny, kratké peptidy, mineralni latky apod. Disled-

kem je taktéZ ovlivnéni pH soleného syra, coz ma vyznamny vliv na jeho konzistenci.

Rychlost difuze ¢astic je ovlivnéna predev§im koncentraci solného roztoku a teplotou. Do-
bu prosoleni Ize zkratit pouzitim vyssi teploty a vyssi koncentraci soli v roztoku. AvSak
teplota a koncentrace solné¢ho lazn¢€ nesmi byt ptilis vysoka, aby nedoslo k velmi rychlému
poklesu vlhkosti syra (vytuzeni gelu), a tim snizeni prostupu soli do syra. Teplotu je potie-
ba volit také na zaklad¢ aktivity zakysovych kultur, které¢ okyseluji syrovou hmotu. Rela-
tivné vysoka viskozita syrovatky oproti viskozité Cisté vody taktéz brzdi priichod ionta
NaCl do syra. Difuzni pohyb je zpomalen piitomnosti tukovych kuli¢ek a proteinové ma-
trice syra, které pisobi jako prekazky v pohybu iontd Na* a CI". Z téchto diivodi je slozité

piesné urcit ¢as potiebny k prosoleni syrti na pozadovany obsah soli [8].

Stl difunduje ze solného roztoku do povrchu syra a ndsledné az do jeho stredu. Pfi vyjmuti
ze solné lazné€ je vytvofen solny prstenec v povrchovych vrstvach. Obsah soli se postupné
smérem k povrchu klesa. K vyrovndvani obsahu soli a vlhkosti v celé hmoté syra dochdzi
az v prub¢hu zrani. Jde o velmi pomaly proces, ktery v zavislosti na velikosti syrovych
blok, teploté apod., mize trvat i 12 tydnd. Vzhledem k pomalému prostupu soli do sttedu
syra mohou byt syry nachylné k pomnoZeni bakterii maselného kvaseni a k dufeni. Z toho-
to divodu se jako prevence dufeni do syrti béhem jejich vyroby obvykle aplikuje malé
mnozstvi dusi¢nani. Vhodnégjsi alternativou vzhledem k nepfiznivym G€inklim dusi¢nant

na lidské zdravi je vyuziti baktofugace [1, 8].
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Vyznamnym problémem pti aplikaci tohoto zplisobu soleni je pomnozovani kontaminuji-
cich mikroorganismii v solnych laznich. Béhem soleni se do solnych lazni ze syrt vyluhuji
kratké peptidy a volné aminokyseliny, které jsou pro mikroorganismy vhodnym substra-
tem. Z tohoto dlivodu je zasadni ¢astd obména solnych 1azni a udrzovani koncentrace soli,
pH a teploty solnych lazni na predepsanych hodnotéach. I pfes vysokou koncentraci soli
V solnich laznich a udrzovani jejich nizké teploty hrozi pomnozovani predevsim osmotole-
rantnich a psychrotrofnich mikroorganisma (pf. Pseudomonas, ale i mezofilni Listeria).
Kwvili vysokym ndkladim na udrzovani a likvidaci solnych 14zni je trendem tzv. suché so-

leni [12].

Vtirani soli do povrchu syra

V pocatcich vyroby syrti se vylisovany blok syru rovnomérné pokryval vrstvou soli pro
prodlouzeni udrznosti. Tento zplisob soleni syrii je tedy tradicni a velmi stary. Je Casto vy-
uzivan drobnymi farmafi, ale i velké podniky se k tomuto zptisobu soleni vraceji. Velkou
vyhodou tohoto zpiisobu je vysoka hygieni¢nost, kdy nedochazi k pomnoZzovani kontami-
nujicich mikroorganismt, jako je tomu pii pouzivani solnych lazni. Vyhodou je bezesporu
i tspora pitné vody. Vtirani soli nasucho je vSak pracné a problematické z hlediska rovno-
mérného nanédseni soli na povrch. Diilezitd je volba optimalni velikosti krystalti soli. Ptilis
malé krystalky soli se rychle vstfebavaji a vedou k tvorbé pevné kliry, ptes kterou se Spatné

vstiebavaji dalsi davky soli. Pouziti velkych krystala soli je vSak zna¢né zdlouhavé [8].

Tento zpiisob soleni spociva v aplikaci soli (€asto provadéna ru¢n€) na povrch syrovych
blokii. V okamziku, kdy je blok syra pokryt vrstvou soli, se stl za¢ne rozpoustét ve vihkos-
ti na povrchu syra a vytvofi se tenka vrstva velmi koncentrovaného solného roztoku. Sty-
kem syra s velmi koncentrovanym roztokem dojde k difuzi vody z povrchu syra do solného
roztoku a k rozpusténi dalSiho podilu soli. Timto zptsobem se na povrchu syra vytvofii
suchd, velmi prosolend kiira, ktera syry castecné chrani pfed prinikem kontaminujicich
mikroorganismt. Kira ma velmi nizky obsah vody, vysoky obsah soli a kaseiny v ni tvofi
velmi hustou sit’. Tukové kulicky mohou byt vytlaceny, ¢imz miZze vzniknout na povrchu
syrt mastny film. Tvorba pevné kliry je dale podpofena odpafovanim, pokud jsou povr-
chové solené syry skladovany v prostorach s nizkou relativni vlhkosti vzduchu. Pevna kiira
na povrchu vSak zpomaluje vysuSovani vnitiniho obsahu syra, tudiZ si stfed syra uchovava

vlhkost. Syry solené na povrch mohou byt pfedem solené v solné 14zni ¢i mohou byt pied



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

lisovanim solené do tésta, coz napomiize rychlejSimu prosoleni celého objemu syra. Na-
sledné se do povrchu vtira stl pro vytvoreni pevné kury [8, 12].

Vtirani soli do povrchu syra obvykle inhibuje pomnozeni bakterii v suché prosolené kiie
syra, avSak narust plisni a kvasinek na povrchu je mozny vzhledem k vyssi odolnosti plisni
a kvasinek vici soli a nizké aktivité vody. Tato skutecnost je vyznamna predevsim pti vy-
rob¢ plisnovych syri. Pokud je vSak narast plisni a kvasinek nezadouci, je tfeba syry chra-
nit 1 jinym zpisobem nez prosolenim povrchu (napft. aplikaci disperze s u€innou latkou -

natamycinem) [12].

Soleni do tésta

Tento zptisob soleni je typicky pro vyrobu ¢edaru pti tzv. Cedarizaci, kdy se syfenina mele,
soli a az nasledné lisuje. Cedar ma odli$nou texturu nez vétsina polotvrdych a tvrdych syri
napt. holandskych ¢i Svycarskych syrt, tyto rozdily vSak nejsou zpiisobeny jen solenim,

ale také lisicim se pH a obsahem vlhkosti [8].

Pti vyrobé Cedaru je vyrobend syfenina mleta a pomoci padsového dopravniku undSena
k nasypce, kde je senzorem snimana vyska vrstvy rozemleté syieniny a dle ziskanych uda-
ji davkovana stil. Pro dokonalé rozptyleni soli je syfenina dale promichavana, nez je umis-

téna do forem pro lisovani [12].

Kromé vyroby Cedaru lze tento zpiisob soleni uplatnit pti vyrob¢ syra s plisni v tésté, kde
napomaha vytuzeni a oklihnuti syraiskych zrn pied lisovanim. VytuZena a oklihnutd zrna
maji snizenou lepivost, coz zapti¢ini vznik vzduchovych kaveren ve hmot¢ syra, které jsou
nezbytné pro nartist aerobnich plisni. Soleni do tésta je taktéz vyuzivano pii vyrob¢ syrti na

pizzu, kde je mozné jej kombinovat se zkracenym solenim v solné 1azni [12].

Suché soleni fesi hlavni problém vznikajici pfi soleni solankou, kdy se Castéji objevuje
dufeni syrt v disledku pomnoZeni koliformnich bakterii ¢i klostridii. Suchy zplsob vSak
pfindsi 1 jisté nevyhody, kromé nezddoucich bakterii jsou inhibovany i starterové kultury, a
tudiz i tvorba kyseliny mlé¢né, coz neni na zavadu, pokud je pH syfeniny dostate¢né nizké
jiz pred aplikaci soli. Casné prosoleni do tésta vsak vede k zachovani podilu lakt6zy a ga-
laktozy v syru, coz miZe vést k neenzymatickému hnédnuti syra a zhorSené chuti syra.
K tomuto problému pii soleni v solnych laznich nedochézi vzhledem k tomu, ze sil proni-

ka do stfedu syra pomalu a postupné [8, 12].
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Vyse uvedené zptsoby soleni syri je mozné kombinovat. Napf. Niva mlize byt solena

kombinované, ¢ast soli je ddvkovana do tésta a ¢ast soli je vtirdna do povrchu syra [14].

Soleni do mléka

Soleni do mléka je vyuzivano spiSe vyjimecn¢, piesto vSak existuji syry, pro jejichz vyrobu
je tento zpusob soleni typicky. Tradi¢né se takto soli Domiati, vyrabéné predevsim v Egyp-
té. Sul se davkuje do mléka jiz pred aplikaci syfidla a vlastni koagulaci, coz zajisti rovno-

mérné rozptyleni soli v celém objemu syra jiz béhem vyroby [13].

Tento zplsob soleni syrti umozni vyrovnané zrani bez rozdili mezi prosolenou kirou a
neprosolenym jadrem, avSak nezajisti tvorbu pevné klry jako je tomu pfi vtirdni soli do
povrchu syri. Velmi problematické je srazeni slaného mléka a to jiz pti velmi malych dav-
kach soli do mléka (> 1 %). Sul taktéz narusuje synerezi vzniklé sraZzeniny. Nevyhodami
tohoto zptsobu soleni jsou také velké ztraty soli do syrovatky a Spatnd vyuzitelnost slané

syrovatky.

Pti vyrob€ Domiati je zhorSend syftitelnost slaného mléka kompenzovana pouzitim bivoli-
ho mléka, které ma vysSsi obsah kaseinli ve srovnani s kravskym mlékem ¢i ptidavkem su-

Seného mléka do mléka urc¢eného k vyrobé Domiati [13].

2.2 Faktory ovliviiujici absorpci soli

Rychlost absorpce soli a mnozstvi absorbované soli pti soleni v solném nalevu a pii vtirani
soli na povrch syrt ovliviiuje celd fada faktorti. Absorpce soli nezavisi pouze na dob¢ sole-
ni a parametrech solné ldzn¢ (teplota, koncentrace, pH), ale také se odviji od vlastnosti syra
(pH, vlhkost, velikost a tvar). Jeden z hlavnich faktora je koncentra¢ni gradient. Pii zvySe-
ni koncentrace soli v solné 1azni se zvy$i mnozstvi absorbované soli do syra. Tohle pravi-
dlo vSak plati pouze do dosazZeni ur€ité koncentrace solné lazné (zhruba 25% roztok NaCl).
Pokud je soln4 lazeii vice koncentrovand, mize dojit ke snizeni mnozZstvi piijaté soli, coz je
pravdépodobné zpiisobeno rychlou dehydrataci povrchové vrstvy syra, kterd zpomali dalsi

difuzi soli do syra [13].

DalSimi dilezitymi faktory jsou doba soleni a teplota solné lazné. S prodluzujici se dobou
soleni roste mnoZstvi absorbované soli. Koncentra¢ni gradienty solné lazné¢ a vlhkosti
Vv syru se vSak ¢asem vyrovnavaji, tudiz rychlost absorpce soli ¢asem klesa. Kromé& doby
soleni se projevuje takeé teplota. Se zvysujici se teplotou vzrista jak rychlost difuze soli, tak

mnozstvi absorbované soli [13].
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Velky vyznam na rychlost soleni ma taktéz velikost a tvar solenych syrovych bloki. Ab-
sorpce soli se zvysi zvétSenim povrchu syr (vzhledem k jejich objemu). Z tohoto davodu
se syry tvaru obdélniku nasoli rychleji nez kulaté a valcovité syry. K dalSim faktorim

ovliviiujicim absorpci soli patii vlhkost syra pied solenim, pH syra a solné lazné [13].
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3 ZRANIi SYRU

Vétsina syrt, s vyjimkou Cerstvych syrt, je po vyrobé ulozena do zracich sklepi, kde po
rizn¢ dlouhou dobu zraji. Zatimco u Cerstvych syrii obvykle ptevazuje pouze nakysla chut,
zpusobena kyselinou mlé¢nou, u zrajicich syrii je chutovy profil podstatné rozmanitéjsi.
Syr je po celou dobu vyroby, zrani a skladovani mikrobiologicky a biochemicky dynamic-
kym systémem, u kterého je tfeba pribeh zmén regulovat s cilem vyrobit produkt pozado-
vanych vlastnosti. Jakékoliv zmény ve slozeni mléka, odchylky ve vyrobnim procesu a

lisici se podminky zrani mohou mit vyznamny vliv na vlastnosti a kvalitu vyrobeného syra

[16].

Béhem zrani syri se nevytvaii pouze aroma syri. Zranim jsou ovlivnény taktéz textura a
vzhled syra. Textura je ovlivnéna piedevsim tbytkem obsahu vody zptiisobenym vysycha-
nim, proteolyzou kaseind a zménami forem vapniku (vazany ¢i nevazany s kaseiny). Zme-
ny vzhledu nastavaji v disledku portstani syra plisnémi ¢i nartistem mazovych kultur, ale
také vytvafenim kiary na povrchu syri. Pokud nejsou syry chranény proti osychani vhod-
nymi obalovymi materialy, dochdzi k odparovani vlhkosti z jejich povrchu, ¢imz se vytvari
na jejich povrchu pevna kira. Odparem vlhkosti také dochazi ke zméné textury z mékké

gumovité ke tvrdé az kiehké.

Biochemické reakce, které se uskutecnuji béhem zrani syra, jsou katalyzovany fadou en-
zymi. Enzymy se dostavaji do syrti z péti zdrojt, jimiz jsou mléko, syfidlo, primarni zaky-

sové kultury, sekundarni zakysové kultury a nezakysové bakterie mlééného kvaseni [17].

Zrani syra probiha razné dlouhou dobu v zavislosti na typu vyrabéného syra. Kratkou dobu
zrani ma napi. Mozzarella, ktera zraje pouhé dva tydny. Naopak velmi dlouhou dobu zrani
potiebuji extra tvrdé syry typu parmezan (napi. Parmigiano-Reggiano, Grana Padano), u
kterych se dosahne spravného aroma a textury az v prib¢hu dvou a vice let. Syry holand-

ského typu obvykle zraji pfiblizné dva az téi mésice, ale tato doba se muze lisit [17].

Pro zrani syru je tfeba zajistit odpovidajici prostory, kde je tteba dodrzovat optimalni tep-
lotu, relativni vlhkost vzduchu a také hygienu veskerych prostor a vybaveni. Z tohoto di-
vodu se stava zrani syrt velmi ndkladnou operaci, kterou mohou vyrobci omezovat, a tim
snizovat naklady na vyrobu, resp. cenu findlniho produktu. Z té€chto diivodi se v soucasné

dob¢ objevuji snahy o urychleni (akceleraci) zracich proces.
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3.1 Baleni syri

Syry holandského typu se mohou pied zranim balit do riiznych oball. Pouzitim vhodnych
obalovych materidlt 1ze zabranit kontaminaci syrti béhem zrani a skladovani nejriznéj$imi
mikroorganismy, potla¢it nardst plisni na povrchu syri (tzv. rakovina kiry) a je mozné
také upravit podminky béhem zrani syru (pfistup kysliku k syrim, prostup vlhkosti ptes
obalovy materidl apod.). Obaly jsou vyuzivany taktéz z ekonomickych davodu, jelikoz

chréani syry ptfed nezadoucim vysychanim (ztratami hmotnosti).

Obalové materialy:

> Kryovak a smrstitelné folie

Syry jsou vakuové baleny do bariérové smrstitelné folie o definované propustnosti pro ply-
ny. Vakuové zabalené syry jsou kratce ponoteny do horké vody, coz zpiisobi smrsténi fo-
lie. Nasledn€ jsou zabalené syry osuseny a putuji do zracich komor. Takto zabalené syry
nevyzaduji béhem zrani zddné oSetfovani s vyjimkou syra s oky (ementalského typu), které
je nutné obracet pro rovnomérné rozmisténi ok. Obal chrani syry pted vysychanim (neni
propustny pro vodu) a pred pfistupem kysliku (je potlacen nartast plisni). Pro vznikajici
oxid uhli¢ity je obal propustny. Vzhledem k nepropustnosti obalu pro vodu je nutné, aby

bylo dosazeno pozadované suSiny syra jiz pied zabalenim [9].
> vosk

Syry je mozné potahovat specidlnim potravindiskym voskem. Vosk je potfeba zahtat na
vhodnou nanaseci teplotu, kterd ma zasadni vliv na tloustku ulp€lé vrstvy na syru. Vrstva

vosku na povrchu syru taktéz chrani syr pied vysychanim a nartstem plisni [10].

> polvmerni natérové hmoty

Syry je mozné natirat polymernimi hmotami. Natérové hmoty mohou obsahovat rtizné
koncentrace natamycinu pro prevenci rozvoje plisni a kvasinek. Tyto hmoty by mély
umoznovat zraci podminky blizici se tradi€nim zracim podminkdm bez pouziti folii. Podle
vyrobctl je dosazeno vyssi senzorické kvality syrit ve srovnani s pouzitim kryovakovych
(smrstitelnych) folii. Natérové hmoty chrani syr pted rozvojem plisni a omezuje hmotnost-
ni ztraty vysychanim. Pfi zrdni je nutno zajistit poZadovanou relativni vlhkost vzduchu

v zracich komorach [11].
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3.2 Vyvoj mikroflory

V pribshu soleni mohou zakysové kultury dosahnout poétu 10°-10° CFU/g (kolonie tvofi-
cich jednotek na gram). Obvykle vSak tento pocet béhem prvnich tydnii zrani vyrazné kle-
sa. Divodem rychlého poklesu poctu zakysovych bakterii jsou relativné nepiiznivé pod-
minky uvnit syrd. Hmota syrt vykazuje nizké pH, nedostatek zkvasitelnych sacharida a
pomérné vysokou koncentraci soli. Po odumfeni nastava lyze bakteridlnich buné€k, ze kte-

rych se uvoliluji intracelularni enzymy, jez maji vyznamnou roli pfi zrani syr.

V pritbéhu zrani (po piiblizné 2 mésicich) pfevladnou nezdkysové bakterie mlééného kva-
Seni (NSLAB), které ptezily pasteraci nebo piesly do syra z prosttedi. Tyto bakterie jsou
schopné Iépe se adaptovat na nepiiznivé podminky uvnitt zrajiciho syra, a tudiz v prub&hu
zrani prevladnou. Kromé zbytkové laktdzy jsou schopny utilizovat sacharidy uvolnéné
Z glykoproteinil, heterofermentativni NSLAB mohou fermentovat pentdézy uvolnéné pii
lyze startérovych bakterii. Citrat byva piitomen pouze v nizkych koncentracich a tuky ne-
predstavuji vhodné nutricni zdroje, z téchto diivodl jsou peptidy a aminokyseliny, ptitom-
né ve vysokych koncentracich, hlavnimi zdroji vyzivy pro NSLAB. Na pocatku zrani jsou
jejich pocty nizké obvykle pod 10 CFU/g, néasledné vSak dochazi k jejich pomnozovani a
mohou dosédhnout az poct 108 CFU/ g. Jejich rast je ovlivnén predevsim rychlosti chlazeni
a teplotou zrani. Jde pfedevs§im o heterofermentativni laktobacily, napt. Lactobacillus pa-
racasei, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus curvatus. Tyto bak-

terie jsou taktéz dilezité pfi zrani syra a ovliviiuji jejich celkovou kvalitu [17, 25].

Mnozstvi bakterii jak starterovych, tak non-starterovych je znacn¢ ovlivnéno obsahem soli.
Jaky obsah soli zdkysové kultury inhibuje, vSak nelze jednoznacné uvést. Vzhledem
K tomu, ze citlivost riznych rodt, druhd i kment bakterii se vyrazné li§i. Obecné lIze fici,
ze NSLAB jsou vii¢i zvySenému obsahu soli tolerantnéjsi nez zakysové kultury. Bylo pro-

kazano, ze vétsina NSLAB je schopna rist i v syru se 6 % soli [8].

3.3 Metabolismus laktézy, laktatu a citronanu

Laktoza, ktera neunikla do syrovatky a zlstala tedy zachycena v syrové hmoté, je pomoci
bakterii mlécného kvaseni velmi rychle fermentovéana na kyselinu mlécnou. Rychly pokles
obsahu lakt6zy za sou€asného snizeni hodnoty pH brani pomnoZovani nezddouci mikroflo-
ry (napt. enterobakterii). Vznikajici kyselina mlé¢na uvolni z kaseinii vapenaté ionty na

vzniku mléénanu vapenatého a monokalciumkaseinatu. Kaseiny v podobé monokalcium-
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kaseinatu bobtnaji ve vodé nebo roztoku soli, tim podpofi slepovani syrafskych zrn a vznik
homogenni syrové hmoty. Zasadnim faktorem pro rychlost stépeni laktézy je obsah soli.
Jiz 1,5 % soli mize inhibovat aktivitu startérovych kultur, ¢ehoz se vyuziva napt. pti vyro-
bé cedaru. Pii jeho vyrobé je vysledné pH regulovano aplikaci soli do rozemleté syieniny.
Z laktézy vznikajici kyselina mlécnd je dale metabolizovana za vzniku rozmanitych pro-
duktt (v zavislosti na pouzitych kulturach). V syrech holandského typu muize byt ¢ast ky-
seliny mlééné oxidovana na kyselinu octovou pomoci bakterii rodu Pediococcus (spolu
s laktobacily castym zastupcem NSLAB). L-kyselina mlé¢na ¢asto podléha racemizaci
pusobenim NSLAB na DL-kyselinu mlécnou, coZz podporuje krystalizaci pentahydratu
mléénanu vapenatého na povrchu syrt. Tyto krystaly mohou byt negativné vnimany spo-

ttebitelem, a proto je jejich tvorba nezadouci [8, 16, 17, 21].

MIéko obsahuje pouze nizkou koncentraci citronanu, z niz vétSina odchazi pii vyrob¢ syra
do syrovatky, pfesto ma citronan ve vyvoji aroma syra svou roli. Nékteré mikroorganismy
pouzivané pro vyrobu syri holandského typu (citronan-pozitivni kmeny roda Lactococcus
a Leuconostoc) vyuzivaji citronan za vzniku diilezitych senzoricky aktivnich latek. Citro-
nan je prekurzorem pro vznik acetoinu, diacetylu, 2,3-butandiolu a malé¢ mnozstvi CO»,

ktery je spoluptivodcem syrovych ok v téchto syrech [17].

3.4 Proteolyza

Proteolyzou je oznaCovan d¢j, pii kterém dochazi ke Sté€peni proteinti za vzniku proteinti
s mensi molekulovou hmotnosti, peptidi a volnych aminokyselin (AMK). Vznikajici volné
AMK mohou vstupovat do dalSich biochemickych reakci a slouzit jako prekurzory vzniku
senzoricky aktivnich latek. Schéma proteolyzy je shrnuto na Obr. 1. Tyto rekce maji za-
sadni vliv na senzorické vlastnosti a texturu zrajiciho syra. Proteolyza kaseinové matrice

vede ke m¢k¢imu produktu s vyraznéj$im aroma [16].

Rychlost proteolyzy je urovana ptitomnosti proteolytickych enzymd, které v syru pocha-
zeji z n€kolika zdrojii. Obvykle je hlavnim zdrojem proteolytickych enzymu sytidlo, resp.
koagula¢ni ¢inidlo. VétSina sytidla vSak odchazi do syrovatky a pouhych 0-15 % z aktivity
syfidla je uplatnéno ve srazening¢ b&hem primarni proteolyzy (proteolyza uskutectiovana
pomoci zbytkl syfidlovych preparatl). Mnozstvi zadrZzeného syfidla v syfeniné je ovliviio-
vano riiznymi faktory, pfedev§im se jedna o mnoZstvi ptidaného syfidla, pH béhem zpra-
covani syfeniny, iontovou silu, mnoZstvi kaseinli v mléce a velikost kaseinovych micel.

Dal8imi vyznamnymi zdroji proteolytickych enzymi jsou mléko, zakysové kultury a taktéz
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non-starterové bakterie mlé¢ného kvaseni. Odhaduje se, ze az 25 % proteinti mize podlé-

hat béhem zrani proteolyze na peptidy a volné AMK [16, 17, 25].

kasein

chymozin protedzy (BMK)

plazmin

peptidy s vysokou
molekulovou hmotnosti
peptidazy horka chut
BMEK

L 3
peptidy s nizkou
molekulovou hmotnosti

sniZovani

hofkosti

volné aminokyseliny

deaminace

dekarboxylace
transaminace

senzoricky aktivni latky

Obr.1 Schéma proteolyzy a vzniku senzoricky aktivnich latek [7]

Zpocatku jsou kaseiny St€peny zbytkovou aktivitou syfidla, v mensi mife plazminem na
velké, ve vodé nerozpustné a stiedné dlouhé (ve vodé rozpustné) peptidy. Ty jsou dale de-
gradovany opét pomoci syfidla, popf. plazminu a protedz BMK na kratsi fetézce, které
mohou byt dale hydrolyzovany prostfednictvim peptiddz BMK na kratké peptidy az volné
AMK. Enzymaticky aparat BMK zaujima fadu enzymu s rozli¢nou tlohou. Extracelularni

proteazy BMK stépi velké peptidy, které nemohou prochazet buné¢nou membranou, na
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malé. Zatimco intracelularni peptidizy BMK S§tépi kratké peptidy piimo uvniti bunék.
Transport peptidi do bunék je vSak pomaly, a tak se tyto enzymy vice projevi po uvolnéni
pti Iyze bunék a zplsobi degradaci kratkych peptidi a produkci volnych AMK ve vétsi
miie. BMK jsou také zdrojem tfady dalSich enzymi, které mohou volné AMK preménovat
na senzoricky aktivni latky. Schéma proteolyzy pomoci enzymatického aparatu BMK lze
vidét na Obr. 2. Béhem klasického zrani goudy ¢i eidamu nastava proteolyza pozvolna.
Kvantitativné se hloubka zrani obvykle popisuje vyvojem mnozstvi volnych aminokyselin
a produktu jejich rozkladu k celkovému obsahu dusikatych latek. Degradaci AMK mohou
vznikat alkoholy, kyseliny, aldehydy, estery a slouceniny siry, poskytujici syru specifické
aroma. Ve stiedu syrovych bloki je stupen proteolyzy obvykle vyssi vzhledem k vy$simu
obsahu vody a niz§imu obsahu soli. Rozdily ve slozeni syrovych blokd jsou vyrazné
zejména na pocatku zrani. V kufe syra je proteolyza obvykle utlumena béhem tii mésict

zrani v disledku nizké vlhkosti [22].
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Obr.2 Schéma proteolyzy a transportu aminokyselin a peptidii bunécnou membrdanou bak-
terii mlécného kvaseni [16]

Prave proteolytické reakce maji na zrani syrti holandského typu zésadni vliv. Ze senzoric-
kého hlediska jsou dilezité zejména vznikajici peptidy, AMK a degradacni produkty
AMK. Velké nerozpustné peptidy nepfispivaji k aroma syra, ale ucastni se tvorby vysledné
textury. Oproti tomu malé peptidy, volné AMK a degradacni produkty AMK, které jsou

tékavejsi a Iépe rozpustné, tvoii velky podil charakteristického syrového aroma [30].

Proteolyza je zasadnim faktorem pro vyvoj textury syrové hmoty, ktera je tvotrena bilkovi-
nou siti. Nativni kaseiny provazané v trojrozmérné siti tvoi'i pevnou hmotu, zatimco jejich
hydrolyzou vznikaji kratsi fetézce (peptidy), které jiz nejsou schopny vytvaret dostatecné

pevnou sit’. Tato sit’ je spiSe mén¢ pevna, mén¢ soudrzna az mazlava. Méknuti syra je zpa-
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sobeno hydrolyzou kaseinové matrice na kratsi proteiny, peptidy a AMK. Pfi tomto dé&ji se
také vytvareji nové hydrofilni skupiny (karboxylové skupiny a aminoskupiny), které vazi

ptitomnou vodu, ¢imz klesa aktivita vody V prostiedi syra [12, 28].

Proteolyza je nezbytna pro vyvoj pozadované chuti a aroma syra, avSak pokud je proteoly-
za nevyvazena (napt. hromadénim nekterych peptidi, které nejsou dale odbouravany), mi-
ze dochézet ke vzniku nezddoucich pachuti syra. Pomérné Casto se lze setkat s nahotklou
chuti syra, kterd je zptisobena zvySenym obsahem hotkych hydrofobnich peptidt s délkou
fetézce 3 az 27 aminokyselinovych zbytkd. Hotké peptidy mohou vznikat v ptipadé, Ze je
doba syieni prili§ dlouh4a a chymozin zacne §tépit i jiné peptidové vazby nez mezi 105. a
106. AMK v k-kaseinu. Avsak mohou byt produktem i jinych protedz, tvotenych jak zaky-
sovymi, tak 1 nezdkysovymi bakteriemi mlé¢ného kvaSeni. Vybérem rychle lyzujicich star-
terovych kultur Ize snizit pravdépodobnost hromadéni hotkych peptidi. Z bunék téchto
bakterii se disledkem brzké 1yzy uvolni enzymy, které umozni jejich $tépeni. Nedochazi
tedy k nadmérnému hromadéni téchto peptidi. TaktéZz obsah soli silné ovlivituje rychlost
tvorby a degradace hotkych peptidi starterovymi kulturami. Necista chut je pak dasled-
kem degradace aromatickych AMK a vznikem latek, jako jsou indol a skatol [12, 26].

3.5 Katabolismus aminokyselin

Aminokyseliny jsou kone¢nym produktem proteolyzy, spole¢né s kratkymi peptidy piimo
prispivaji k pikantni chuti vyzralych syrt, ale mohou také vstupovat do dalSich reakci a
poslouzit jako prekurzory vzniku senzoricky aktivnich latek. Nékteré aminokyseliny mo-
hou mit sladkou, kyselou nebo hoikou chut. Aminokyseliny mohou vstupovat do dalSich
reakci, kdy z nich vznikaji aminy, kyseliny, amoniak, karbonylové slouceniny ¢i slou¢eni-
ny siry. Prave slouceniny siry jsou povazovany za dillezité pivodce vzniku syrového aro-
ma. Lze jmenovat napi. methanthiol, methional a z nich vznikajici dimethyldisulfid, coz
jsou degrada¢ni produkty vznikajici z methioninu. Zatimco kyselina isovalerova a 3-
methylbutanal jsou latky vznikajici z leucinu. Odhaduje se, Ze az polovina vonnych latek
jsou produkty katabolismu methioninu a leucinu. Piestoze je katabolismus aminokyselin
docela slozity d&j, kdy produkty jedné reakce mohou slouzit jako vychozi latky pro druhou
reakci, coZ mize vést ke vzniku rozmanitych produkti (napf. estertt), 1ze zminit dva hlavni
zpiisoby katabolismu aminokyselin. V prvnim ptfipadé¢ je z aminokyseliny pomoci amino-
transferdz odsStépena aminoskupina, kterd je pfenesena na vhodny akceptor. Touto cestou

vznikaji a-keto-kyseliny, které vstupuji do dalSich reakei (dehydrogenace, dekarboxylace).
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V druhém ptipadé je aminokyselina $té€pena pomoci lyaz, timto zplisobem vznikaji napf.
sirné slou¢eniny z methioninu. Aminokyseliny mohou byt dale dekarboxylovany odstépe-
nim karboxylové skupiny za vzniku aminu. Timto zpGsobem mohou vznikat
z aminokyselin biogenni aminy, které ve vyssich koncentracich mohou zptsobit u citlivych
jedinct nezadouci fyziologické reakce. Z moznych nezadoucich ucinkli biogennich amini

lze jmenovat migrénu, dychaci obtize, poceni, hypotenzi a hypertenzi [24, 37, 38, 39, 40].

3.6 Lipolyza

Obsah tuku ma zasadni vyznam pro aroma a texturu syrd. Tuk je zdrojem volnych mast-
nych kyselin, a tim i jejich derivatd, které se z nich vytvareji v prubéhu zrani. Je taktéz
rozpoustédlem pro dalsi senzoricky aktivni latky (uhlovodiky, ethery, estery,...). Lipolyza
mlécného tuku je dalsi biochemickou zménou, ke které dochazi béhem zrani syru. Lipoly-
zou se oznacuje degradace tuku, hydrolyticka ¢i oxidativni. Vzhledem k nizkému redox-
nimu potencialu syri, se povétSinou uplatituje hydrolyza triacylglyceroli za vzniku vol-
nych mastnych kyselin a mono- ¢i diacylglyceroli. Tyto reakce jsou katalyzovany lipdzami
a esterazami riizného ptivodu (zékysové kultury, non-starterové bakterie, mléko). Lipolyza
je taktéz velmi podstatnd pro vyvoj aroma syrtt béhem jejich zrani a mize jej ovliviiovat
jak zddoucim, tak 1 nezddoucim zplisobem. Senzoricky aktivni mohou byt samotné mastné
kyseliny nebo jejich derivaty. Aroma mastnych kyselin se odviji od délky jejich fetézce.
Mastné kyseliny s krat§im fetézcem do 6 atomii uhliku) obvykle vykazuji stiplavou, kyse-
lou chut’ a vini. Pro mastné kyseliny se stfednim fetézcem (6 az 12 atomua uhliku) je ob-
vyklé mydlové aroma. Kdezto mastné kyseliny obsahujici ve své molekule dlouhy uhlovo-
dikovy fetézec nevykazuji Zadnou chut’ ani vini. Mastné kyseliny jsou také dulezitymi
prekurzory pro vznik dalSich senzoricky aktivnich latek (acetatt, metyl-ketont, esteru,

laktond a dal$ich organickych slou¢enin) [17, 23].

Lipolyza se nejvice uplatituje u syrd, do kterych se ptiddvaji silné lipolytické sekundarni
kultury (napf. syry s plisni v tésté - Niva). Dalsim moznym zdrojem lipaz je sytidlova pas-
ta (smés chymozinu s lipazou), vyuzivana napft. pti vyrob¢ syru typu Pecorino ¢i u syru ze
syrového mléka. Vysoky obsah volnych mastnych kyselin je obvykly zejména pro plistiové
syry a syry s mazem na povrchu. Naopak syry typu Gouda maji nizkou hladinu volnych
mastnych kyselin, nepodléhaji tedy v prib&éhu zrani silné lipolyze. Pokud jsou tyto syry
vyrabény z mléka pasterované¢ho, ve kterém jsou nativni lipazy inaktivovany zahievem,

v

jsou iniciatory lipolyzy bakterie mléén¢ho kvaSeni, které vSak vykazuji vyznamné;jsi lipo-
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lytickou aktivitu az v pribeéhu dlouhodobégjsiho zrani. U syrt typu Gouda se ptili§ silna

lipolyza povazuje spise za vadu oznacovanou jako zluknuti [12, 17].

3.7 Katabolismus mastnych kyselin

V syrech slouzi volné mastné kyseliny jako dulezité prekurzory senzoricky aktivnich latek
jako jsou methyl-ketony, laktony, estery, alkany a sekundarni alkoholy. Methyl-ketony
jsou nejdulezitéjsi senzoricky aktivni latky v syrech typu Niva a jsou zde pfitomny ve vy-
sokych koncentracich. Jsou tvofeny ptedev§im pomoci uslechtilych plisni (Penicillium

roqueforti, P. camemberti) [8].

Po uvolnéni MK z triacylgylceroli pomoci lipaz, dochéazi k jejich oxidaci na J-
ketokyseliny a dekarboxylaci na alkan-2-ony, které mohou byt dale redukovany na odpo-
vidajici sekundarni alkohol. Reakci volnych mastnych kyselin s alkoholy mohou vznikat

Vv syrech rozmanité estery, Z nichZ ptevladaji ethyl-estery [8].

3.8 Zkraceni doby zrani

Z ekonomickych diivodl je zajmem producentli syrt zkratit dobu zrdni na minimum pii
zachovani jakostnich ukazateli typickych pro plné vyzralé syry. Nékteré druhy syra zraji
pii nizké teploté mésice az roky, coz je finanéné nakladné a projevuje se to v cené vyrob-
ku. Objevuji se tedy snahy zraci proces akcelerovat se sou¢asnym zkracenim doby potieb-
né k vyzrani syrid. Moznymi zpsoby jsou napi. pouziti enzymovych piipravku urychluji-
cich biochemické zmény béhem zrani syra, vyssi teplota zrani, pisobeni zvySeného tlaku,
zaoCkovani startérovymi kulturami Se snizenou schopnosti produkovat laktat ¢i pridavek

doplikovych a geneticky modifikovanych kultur [8, 24, 41].

Zrani pii zvySené teploté
Jedné se o pomérné levny, jednoduchy a Casto aplikovany zpusob, jak urychlit zrani syri.
Nevyhodou je moznost zrychleného pomnoZovani nezddoucich a patogennich mikroorga-
nismi, proto neni vhodné aplikovat zvySené teploty zrani na syry vyrobené ze syrového
mléka. ZvySené teploty lze dobfe vyuZit u polotvrdych a tvrdych syri (napt. Eidam,
Gouda, Cedar), které jsou pomérné stabilni z diivodu nizsiho obsahu vlhkosti. P¥i zvyseni

skladovaci teploty niz$i nez 10 °C, béZn& pouzivané pro skladovéani syri v obchodnich

fetézcich, na 12 °C, lze vyrazné zkratit dobu zrani. Eskin et al (2013) tvrdi, ze lze teplotou
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12 °C dobu zrani zkratit az o 60 % bez zmény textury ¢i aroma (experiment provadén na

syru typu Cedar) [8, 24, 41].
Aplikace vysokého tlaku

Urychleni zrani pomoci vysokého tlaku spo€ivd ve zméndch proteinové matrice syra a
v urychleni lyze bunék. Bakterie jsou usmrceny, aniz by byly dilezité enzymy denaturova-
ny. U¢innost je viak zavisla na typu, velikosti, stafi syra a také na teploté, pii které je syr
oSetfovan, délce oSetfeni a velikosti pouzitého tlaku. Kromé urychleni zraciho procesu
zajisti oSetfeni vysokych tlakem zniCeni ostatnim mikroorganismi, vcetné patogennich a
podminéné patogennich, pokud jsou pfitomny. Podle Smit (2003) osetieni Goudy a Eida-
mu tlakem 500 MPa po dobu 15 min vedlo ke snizeni kontaminace L. monocytogenes 0 6
log jednotek [24, 41].

Piidavek vybranych enzymiui

Problém této metody spocCiva v potiebé rozptylit nékolik gramti enzymu do nékolika tun
syra. Pfidavek enzymu do mléka pfed vlastnim zahajenim vyroby syra neni Zadouci
z davodu ztraty vétSiny enzymu do syrovatky. Pro zachyceni do matrice syra lze pouzit
enkapsulaci enzymu do fosfolipidového pouzdra, coz je vSak ndkladné, a proto
vV prumyslovém méfitku nepouzitelné. Vhodnou alternativou by mohla byt enkapsulace do
rostlinnych gum. P¥i vyrobé Cedaru je mozné rozptylit enzymy spoleéné se soli
vV rozemleté syfenin€. Vyuziti této metody pro syry s pranou syieninou jako je Eidam a
Gouda je vSak problematické. Enzymy je mozné rozptylit pomoci praci vody, coz je ovSem
spojeno se sniZzenou vytéznosti a opet se ztratami enzymu odplavenim praci vodou. Moz-
nym zpusobem je také injekce enzymti do zformovaného syra. Aplikovana je obvykle smés
exo- a endopeptidaz, ptipadné lipaz. Smés enzymu je tieba peclivé zvazit pro zabranéni
vzniku netypického nevyvazeného aroma. Dostupné komeréni preparaty jsou napt. Accela-

se™ FlavorAge (vyrobce Chr Hansen) a Flavorpro 192 [8, 24, 41].
P#idavek kultur se snizenou schopnosti produkovat laktdt

Primarni funkci zédkysovych kultur je fermentace laktozy a sniZovani pH tvorbou kyseliny
mlécné, z tohoto diivodu neni mozné jednoduSe aplikovat vétSi mnozZstvi kultury. Pro
urychleni zracich procest byly vyvinuty kultury, jejichz schopnost fermentace laktozy je
potlacena. Tyto kultury tedy neslouzi k okyseleni, ale jejich funkce spociva v dodani en-
zymu pro biochemické reakce béhem zrani syr. OSetfeni bun€k lze provést rliznymi zpi-

soby, obvykle tepelnym zdkrokem, Sokovym zmrazenim, sprejovym susenim, pisobenim
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vysokého tlaku, dale mohou byt buiiky vystaveny subletalnimu pasobeni lysozymu nebo
povrchové aktivnich latek ¢i mohou byt vybrany laktéza negativni mutanti. Laktéza nega-
tivni mutanti se pfirozené¢ vyskytuji v zdkysovych kulturach a jejich pouziti pro urychleni
zrani syra se jevi jako praktickd a ekonomicka varianta. Vyhodou je, Ze neexistuji zddna
omezeni jejich pouzivani, jako je tomu v piipadé pouzivani geneticky modifikovanych

zakysovych kultur [24, 41].
Dopliikové kultury

Popularnimi dopliikovymi kulturami mohou byt Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. helveticus.
Jejich funkce taktéz spociva v urychleni biochemickych procesti béhem zrani. Vhodnymi
doplikovymi kulturami mohou byt také nékteré kmeny probiotickych kultur (nékteti za-
stupci rodu Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus), které mohou taktéz podpoftit

vyvoj aroma [24].
Geneticky modifikované kultury

Genetické modifikace bakterii mlécného kvaseni slouzi ke tfem ucelim. Modifikuje se
metabolismus laktozy, zvySuje se aktivita peptidazy a urychluje se 1yze bakterialnich bu-
n¢k. U geneticky modifikovanych bakterii miize byt upraven zpiisob pfemény laktozy na
klicové meziprodukty, coz miize vést k jejich hromadéni na vyssi nez obvyklou koncentra-
ci. Na trhu jsou taktéz dostupné geneticky modifikované kmeny Lactococcus lactis se zvy-
Senou produkci aminopeptidaz, které mohou byt pouzity ke zvySeni kvality a intenzity
aroma holandskych syrt a ¢edaru. Peptidazy mohou slouzit jako prevence hromadéni hoi-
kych peptidl, které mohou zptisobovat defekty v chuti syri. Soucasné vyzkumy dokazuji,
Ze vyvoj aroma je spojen s rychlosti a rozsahem lyze bakterialnich bunék a naslednym
uvolnénim jejich enzymu. Pouziti geneticky modifikovanych organismi (GMO) je vSak
kontroverzni a v CR je upraveno jak evropsku, tak i narodni legislativou. V CR je tieba
ridit se predevS§im Zakonem ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi orga-
nismy a genetickymi produkty. V celé EU je pak platné Natizeni Evropského parlamentu a
Rady (ES) ¢. 1829/2003 o geneticky modifikovanych potravinach a krmivech. Castym
problémem jsou také obavy spotiebiteli z GMO [8, 24, 45, 46].
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4 VLIV SOLI NA VLASTNOSTI A ZRANI SYRU

Sul je jednim z nejstarSich konzervacnich prostfedkll na svété. Pokud je povrch potraviny
pokryt vrstvou soli, za¢ne se stl rozpoustét ve vodé, kterou potravina ve svém povrchu
obsahuje, ¢imz na povrchu potraviny vznikne velmi koncentrovany solny roztok. Tento
solny roztok vykazuje vysoky osmoticky tlak, ktery inhibuje pomnoZzovani bakterii a zpi-
sobuje migraci vody ze stfedu solené¢ho syra na jeho povrch a nasledné do roztoku. Timto
mechanismem dochdzi ke snizovani obsahu vlhkosti v syrech. Naopak sul difunduje
Z povrchu potraviny do jejiho stfedu. Sled téchto déji mé na potravinu a na jeji trvanlivost

zasadni vyznam. Vyznam soli v syrech piehledné shrnuje Obr. 3 [13, 18].

Béhem soleni je z potraviny odnimana voda a do potraviny difunduji ionty Na* a CI', coz
zpusobi pokles aktivity vody v potraving. Bakterie obsazené v potraving trpi osmotickym
stresem, coz se projevi poklesem jejich aktivity (rozmnozovani) az jejich smrti. Pokles
zivotaschopnosti nékterych bunck by se mél projevit pomalejSim pribéhem zrani vice pro-
solenych syr, avSak existuji studie o zvySeni proteolytické aktivity pti zvySeni koncentra-
ce soli. Gandhi et al (2014) sledoval proteolytickou aktivitu Lactobacillus acidophilus v
mléku s riiznou koncentraci soli a pii rizném pH. Zivotaschopnost bun&k s rostoucim ob-
sahem soli klesala. Avsak proteolyticka aktivita se zvySujici se koncentraci soli (z 0 % soli
na 2 %) rostla ve vzorcich pii pH 5 a 6. Nejvétsi proteolyticka aktivita vSak byla pozoro-
vana pii pH 4 s 0 % NaCl [18, 29].

Obsah soli v syrech se pohybuje v Sirokém rozmezi. Pfiblizné¢ 0,5 % soli obsahuji kyselé
tvarohy. Kolem 6 % soli maji slané syry typu Feta. Stl se vyrazn€ podili na senzorickych
vlastnostech syra, avSak ma i fadu dalSim funkci. Sil je jednim z hlavnich faktord urcuji-
cich aktivitu vody, ¢imz ovliviiuje rozvoj mikroorganismu, aktivitu enzymi a rychlost bio-
chemickych zmén v pribéhu zrani syri, coz ma zdsadni vyznam pro vyvoj chuti a aroma
syru. Spole¢né s hodnotou pH a obsahem vépenatych iontii stl fidi stupeii hydratace ¢i
agregace kaseinil, coZ se odrazi ve schopnosti vazat vodu ¢i podléhat synerezi. Stl je tedy
vyznamnym faktorem plsobicim na reologické a texturni charakteristiky syra. Slané syry
typu Feta ¢i syry s plisni v té€st€ mohou byt zdrojem velkého mnozstvi sodiku. Ve vyspé-
lych zemich, kde je doporucovano piijem sodiku z ditvodu vzniku civiliza¢nich chorob
omezovat, mize byt nadmérnd konzumace velmi slanych syrit nezadouci. Z tohoto diivodu
se objevuji snahy nahradit ¢ast NaCl v syrech jinymi solemi napi. KCI. Ve vysSich koncen-

tracich vSak KCl zptsobuje hotkost, tudiz 1ze NaCl nahradit pouze z ¢asti [13].
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Obr.3 Vliv soli na viastnosti a kvalitu syrii [13]

4.1 Vliv soli na aktivitu piitomné mikrofléry a hodnotu pH

Vliv soli na hodnotu pH uzce souvisi s inhibici mikroorganismt, pifedevs§im syraiskych

kultur. Inhibice bakterii mlééného kvaSeni vysSi koncentraci soli vede ke sniZeni jejich

metabolické aktivity a nizs$i produkci kyseliny mlécné, tudiz je pH slan¢jSich syrt vyssi.

Vice solené syry maji také v porovnani s méné nasolenymi syry niz8i vlhkost a mensi

zbytkové mnozstvi laktozy, coz se taktéZz projevi zpomalenim poklesu pH. Po delsi dobé

zrani vSak obvykle dochéazi k vyrovnavani rozdili mezi hodnotami pH. Syry holandského

typu neobsahuji po vyrobnim procesu mnoho laktdzy, a proto je jiz po prvnich dnech zrani

veskera laktoza pfeménéna na kyselinu mléénou [15,19,20, 32].

4.2 Vliv soli na obsah vody a texturu syri

Intenzita prosoleni zasadné ovlivituje obsah zadrzené vody v syru, cozZ se projevi na textuie

syri. S délkou soleni a koncentraci solné 1azn¢ klesa obsah vlhkosti v syru [15].
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Vyss8i pomér obsah soli/vlhkosti zplisobi zvySeni pevnosti syrd. Tuhle skutecnost Ize pticist
riznym faktorim, na které ma obsah soli vliv. Reologické vlastnosti syrti souviseji prede-
v§im s obsahem vody, stupném hydratace kaseinti a stupném synereze, které mohou byt
mimo jiné ovlivnény obsahem soli v matrici syrového bloku. Texturni vlastnosti syrt jsou
dale ovlivnény také intenzitou hydrolyzy proteinové sité, jejiz intenzita miize byt ovlivnéna
obsahem soli, resp. ¢astecnou inhibici zastupct pritomné mikroflory a jejich enzyma. Vliv
obsahu soli na tvrdost syra vystihuje graf na Obrazku 4. Je patrné, Ze ¢im je obsah soli
nizsi a doba zrani delsi, tim jsou syry méné tvrdé [13, 15, 27].

Dosud neni k dispozici dostatek informaci o potencialnim vlivu soli na stupeni hydratace
kaseinti. Malé ptidavky soli (do 1,4 %) zvysuji schopnost kaseinti vazat vodu, ¢imz ovlivni

reologické vlastnosti syra, a to miize mit pozitivni i negativni dopad na kvalitu syrt [13].

mid »60d =120d =180d

tvrdost [N] &
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Obr.4 Viiv obsahu soli a doby zrani na tvrdost syru [27]

4.3 Vliv soli na rychlost proteolyzy

Védecké zdroje poskytuji lisici se vysledky, zda zvySujici se obsah soli ovliviiuje rychlost
proteolyzy pozitivné ¢i negativné. Jak jiz bylo uvedeno vyse, rychlost proteolyzy ovliviiuji
predevs§im tyto Cinitelé: mnozstvi zadrzeného syfidla a plazminu v syfening, proteolyticka
aktivita startérovych kultur a non-starterovych bakterii mlécného kvaSeni, rychlost lyzy

bakterialnich bun¢k a aktivita proteolytickych enzymi. VSechny tyto Cinitele mize obsah



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

soli v syru ovlivnit, a tudiz je tézké urcit, ktery z téchto vlivii prevladne. Také zplsob sole-
ni mize mit vyznamny dopad na vliv soli béhem zrani syr. Soleni do mléka pred vlastnim
syfenim (tradicni napf. pro egyptsky syr Domiati) zplsobi uvoliiovani plazminu
z kaseinovych micel. Ten je pak zadrzen v syfeniné v menSim mnozstvi a vzhledem
K tomu, Ze se jedna o jeden z vyznamnych ¢initeld proteolyzy, muze byt jeji rychlost pod-

statn¢ snizena [33].

Se zvysujici se koncentraci soli miize rychlost proteolyzy klesat v disledku poklesu Zivota-
schopnosti startérovych a non-starterovych bakterii mlééného kvaseni. Cinnost bakterii a
jejich enzymd je inhibovana snizenym obsahem vlhkosti a snizenou aktivitou vody (aw) ve
slan¢jSich syrech. Rychlost proteolyzy vSak nezavisi pouze na poctu Zivotaschopnych bu-
nék. Samotna proteolyticka aktivita zivych bunék mize byt S nartistem koncentrace soli
vyssi. Napt. Lactobacillus acidophilus vykazuje riznou proteolytickou aktivitu v zavislosti
na kmeni a riznych rastovych podminkach (pH, koncentrace soli,...), pfi¢emz pfi niz§im
pH a vyssi koncentraci soli je jeho proteolyticka aktivita vyssi. Jind studie zvetejiuje vy-
sledky, kde celkovy obsah volnych aminokyselin (jeden z ukazatelli stupné proteolyzy)

roste se zvySujicim se obsahem soli v syru [27, 29, 31].

Navic stl také ovlivituje rychlost 1yzy bakterii mlécného kvaSeni, coz je dulezity krok pti
zrani syrh, pii kterém se z bun¢k uvolni enzymy a dostanou se do kontaktu se substratem
(syrovou hmotou). Autolyza bun¢k Lactococcus lactis je kmenové specificka, ale obecné
je rychlejsi v prosttedi s nizkou koncentraci soli v kyselém pH. Oddéalenim autolyzy muze

sl zpomalit pribéh zrani, véetné proteolyzy [35].

Soleni jak suché, tak i v solance, vyznamné zvySuje dehydrataci povrchu syra a vznik kiry.
Pravé dehydratace povrchovych ¢asti syra zpomaluje rychlost proteolyzy. Stejny vyzkum
také sledoval inhibici vzniku rozpustnych dusikatych latek ve v riiznych vrstvach syra

Vv prubéhu zrani, kdy sil difundovala z povrchovych vrstev dovnitt [34].

Murtaza et al. (2014) zvetejiuje vysledky svych experimentt, ve kterych sledoval vyvoj
obsahu volnych aminokyselin (FAA) a ve vodé rozpustnych dusikatych latek v priabéhu
zrani Cedaru v zavislosti na obsahu soli. V této studii bylo popsano, Ze vice solené vzorky
obsahovaly mens$i mnozstvi volnych aminokyselin a ve vodé¢ rozpustnych dusikatych latek
(ukazatelé stupné proteolyzy) ve vSech odbérech po celou dobu zrani. Vzhledem k faktu,

ze Cedar je syr soleny do tésta a koncentrace soli je vyrovnana v celé hmoté€ syra béhem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

velmi kratkého ¢asového intervalu, budou se vysledky syri solenych v solné lazni pravdé-

podobné lisit [27].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo sledovat vliv rizného obsahu NaCl na prabéh zrani ptirodnich

syrt holandského typu. Pro napInéni tohoto cile byly provedeny tyto kroky:

e zavedeni vyrobniho postupu pfirodnich syri, a to se zaméfenim na optimalizaci za-
kladnich mlékarenskych oSetieni mléka,

e vyroba modelovych vzorkl syra s rtiznou kulturou a o riizné velikosti bloku syrt,

e Uprava obsahu NaCl modelovych vzorkil syrt v danych SarZich na dvé slanosti pro-
sttednictvim rozdilného zptisobu soleni v solné lazni,

e porovnani proteolytickych zmén modelovych vzorkt v pritbéhu skladovaciho expe-
rimentu v zavislosti na obsahu NaCl a velikosti syrd,

e sledovani produkce sekundarnich metaboliti proteolyzy v zavislosti na mnozstvi
soli v modelovych vzorcich syra,

e sledovani rizné koncentrace NaCl na texturni vlastnosti modelovych vzorki.
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6 METODIKA

6.1 Vyroba modelovych vzorku
Material a pomiicky:

e Syrové kravské mléko od mistniho producenta

e Lyofilizované mezofilni kultury CHN19, Flora Danica (Chr Hansen, CR)
e Chlorid vapenaty 36% (Milcom a.s., CR)

e Syfidlo Chymax (Chr Hansen, CR)

e Potravinaiska stl (Herold feznické potfeby s.r.0., CR)

e Antimykotikum Delvocid (O.K. Servis BioPro s.r.o0., CR)

e Dezinfekce kyselina peroctova - Divosan Activ (Diversey, CR)
e Termostat Microbiological IL53 (VWR, EU)

e Laboratorni odstfedivka FT15 (Armfield Inc., UK)

e Laboratorni pastér FT75 (Armfield Inc., UK)

e Vyrobnik (Driml, CR)

e Analytické vahy (A&D GH-200 EC, LABICOM s. 1. 0., CR)

e Vakuova bali¢ka Mini Jumbo (Henkelman, NL)

e Zraci komora (Candy, IT)

e Germicidni UV-lampa NBVE 110/55 (Ultra Viol, Polsko)

Vyrobni postup:

Byly vyrabény modelové vzorky syrii s nizkodohtivanou syfeninou. Celkem byly vyrobe-
ny Ctyfi Sarze malych bloki a dvé Sarze velkych blokt. VSechny pomucky byly pted pouzi-
tim f4dn€ dezinfikovany kyselinou peroctovou. Prostory a plochy byly pies noc oSetieny
UV zafenim. Nejprve bylo syrové mléko 0 objemu 20 | pii vyrob& malych blokt nebo 15 |
pti vyrobé velkych bloki ptredehfato na 35 °C. Nasledovalo odstfedéni mléka (laboratorni
odstiedivka FT15, Armfield Inc., UK) a jeho standardizace na obsah tuku 2,5 %. Pomoci
laboratorniho pastéru (FT75, Armfield Inc., UK) byla provedena Setrna pasterace (74 °C
po dobu 30 s). Po pasteraci byla upravena teplota mléka na inokulaéni teplotu (32 °C) a
mléko bylo zao¢kovano 0,5 g mezofilni kultury do 20 1 mléka nebo 0,38 g kultury do 15 |
mléka (specifikace pouzitych kultur je uvedena v Pfiloze Pl). Pouzité kultury a vyrobené

sarze modelovych vzorki jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tab.1 Kodovani vyrobenych sarzi

kultura CHN19 kultura Flora Danica
Vyroba dne: Kod sarze: Vyroba dne: Koéd sarze:
22.7.2014 SarZe A, malé bloky 28.7.2014 sarze C, malé bloky
24.7.2014 Sarze B, malé bloky 31.7. 2014 SarZe D, malé bloky
23.7.2014 Sarze V1, velké bloky 29.7.2014 sarze V2, velké bloky

Do zaockovaného mléka bylo aplikovano 10 ml CaCl; (do 20 1 mléka) ¢i 7,5 ml CaCl; (do
15 1 mléka) a mléko bylo ditkladné promichano. Po dobu 30 minut probihala za obcasného
promichani mléka aktivace kultury. Pro syieni bylo pouzito 640 ul (do 20 1 mléka) ¢i 480
ul (do 15 1 mléka) syfidla (Chymax M, Chr Hansen, CR) ziedéného piiblizné 6,5 ml vody.
Syfidlo bylo rozptyleno v mléce, hladina byla ustalena a mléko bylo ponechano v klidu po
dobu 30 minut. Po syfeni byla srazenina opatrn¢ prokrojena na hranoly 5x5 cm. Nasledo-
valo vytuzeni 10 minut v klidu, nasledovalo 20 minut pomalého michani v syrovatce, pii
kterém doslo k drobeni zrna. Pied dohfivanim bylo odebrano piiblizné 5 1 syrovatky, na-
sledn¢ byla ptfidana praci voda o teploté 80 °C pro dosazeni dohtivaci teploty 42 °C. Do-
souSeni probihalo za stalého michani po dobu 90 minut. Nasledovalo sliti syfeniny do fo-
rem vylozenych plachetkou, kde probihalo ptedlisovani po dobu 30 minut. Vzdy po 10

minutach byla syienina ve formé¢ pfetoCena pro rovnomérnéejsi odtok syrovatky.
» Vyroba malych blokti

Po piedlisovani ve dvou velkych formach byla syfenina z kazdé formy rozkrajena na 12
Casti. Rozkrajena syfenina byla napéchovana do celkem 24 formiéek, v nichz probihalo
konecné formovani a lisovani. Po napéchovani se na formicky umistilo zavazi, které bylo
vzdy po 30 minutdch navySovano tak, aby vyslednd zatéz Cinila pifiblizné 70 kg na 1 kg
syra. Celkova doba lisovani ¢inila 90 minut. Timto zplisobem se ziskalo v kazdé Sarzi 24

bloki o pfiblizné hmotnosti 90 g.
» Vyroba velkych bloki

Po predlisovani ve velké formé byla syfenina rozkrajena na 3 casti, které byly napéchova-
ny do forem, ve kterych probihalo formovani a lisovani. Na formy bylo postupné umist’o-

vano zavazi az do zatéze ptiblizn€ 40 kg na 1 kg syra, ktera plsobila 60 minut. Nasledné
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byla zatéz odstranéna a syry byly ve formach obraceny pro podpotfeni rovnomérného liso-
vani. Syry byly opét postupné lisovany s kone¢nou zatézi ptiblizné¢ 70 kg na 1 kg syra po
dobu 70 minut. Celkova doba lisovani tedy byla 3 hodiny. Timto zpisobem se ziskalo cel-

kem 3 bloky syrit o hmotnosti ptiblizné 450 g.

Vylisované syrové bloky (bez ohledu na jejich velikost) byly vyjmuty z forem a umistény
do vydezinfikovanych zracich nadob. Takto pfipravené syrové bloky byly umistény do
zraci komory, kde byly ponechany k prokysani (pf1 16 °C, po dobu 12 hodin). Na zavér
byly prokysané syrové bloky soleny pomoci solnych lazni.

Soleni probihalo (pfi chladirenskych teplotach 8 + 2 °C) rznymi zptisoby podle velikosti
syrovych blokli a podle poZadovaného obsahu soli Vv solném roztoku o koncentraci 20 %

(wiw):

» Malé bloky
o Nizsi slanost (cileny obsah soli 2 %) — 30 minut ve 20% solném roztoku
o Vyssi slanost (cileny obsah soli 3 %) — 3 hodiny ve 20% solném roztoku (po
30 a 90 minutach soleni byla solna ldzeii zaménéna za novou pro udrzeni
optimalni koncentrace solné 1dzné€ a podpoieni koncentracniho gradientu)
» Velké bloky
o Nizsi slanost (cileny obsah soli 1,5 %) — 5 hodin ve 20% solném roztoku

o Vyssi slanost (cileny obsah soli 2,5 %) — 24 hodin ve 20% solném roztoku

Nasolené syrové bloky byly vyjmuty ze solné lazn¢ a ponechany 30 minut oschnout. Na-
sledné byly po dobu 4 s ponoieny do antimykotického roztoku Delvocidu o koncentraci 0,3
% a opét ponechany oschnout. Vyrobené syrové bloky byly posléze zabaleny do smrstitel-
né folie a umistény do zraci komory (12+1 °C). Vzorky malych bloki syri byly odebirany
k analyzam po 14, 28, 56 a 84 dnech zrani, pfiCemZ v kazdém odbérovém dni byly analy-
zam podrobeny vzdy 2 bloky syrt. V ptipadé€ velkych blokl byly odbéry vzorkl provedeny
po 56 dnech zrani, pficemz u téchto bloki syrt byl odkrojen okraj o tloustce 1 cm, ktery

byl analyzovan zvlast’ pro posouzeni zmén v riznych segmentech syra.

6.2 Zakladni chemicka analyza

Pomiicky a chemikadlie:

e Vpichovy pH-metr (EUTECH INSTRUMENTS, The Netherlands)

e Susarna (Venticell, Brnénska Medicinska Technika a. s., CR)
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e Analytické vahy (A&D GH-200 EC, LABICOM s. r. 0., CR)
e 5% roztok chromanu draselného

e dusicnan stiibrny o koncentraci 0,1 mol/l

6.2.1 Stanoveni pH

Hodnota pH byla métena vpichovym pH metrem (EUTECH INSTRUMENTS The Nether-
lands). Pro presnéjsi vysledky bylo pH stanoveno jako primérna hodnota ze tifi méfeni na

riznych mistech syrového bloku (n=6).

6.2.2 Stanoveni obsahu suSiny

Obsah susiny byl ve vzorcich stanovovan susenim do konstantniho tibytku hmotnosti (dle
normy CSN EN ISO 5534). Susici misky s kiemiéitym mistem byly pfedem vysuseny po-
moci susarny (Venticell, Brnénska Medicinska Technika a. s., CR) a zvaZeny. Nésledné do
nich byly navazeny 3 g vzorku syra, které byly promichany s piskem. Takto pfipraveny
vzorek byl umistén do suSarny a suSen pii 105+1 °C do konstantniho ubytku hmotnosti.
Vysusené vzorky byly umistény do exsikatoru pro vychladnuti a poté zvazeny. V kazdém

syrovém bloku byl obsah susiny stanoven ve dvou opakovanich (n=4).

Vypocet obsahu susiny byl proveden pomoci vzorce:

obsah suSiny [% hmotnostni] = (min;ml) . 100
2

kde:
m; — hmotnost misky s piskem [g]
m, — hmotnost vzorku pied susenim [g]

m3 — hmotnost misky s piskem a vzorkem po vysuseni [g]

6.2.3 Stanoveni obsahu soli

Obsah soli byl stanovovan titra¢né podle Mohra. Z divodu mensiho mnozstvi vzorkt byl
postup nasledovné modifikovan: pro analyzu byl navazen 1 g vzorku syra (analytické vahy
A&D GH-200 EC), ktery byl rozméInén v tieci misce s 10 ml teplé destilované vody (60
°C). Takto pfipraveny vzorek byl kvantitativné pfeveden do titracni banky. Posléze byl
ptidan indikator (2 ml 5% roztoku chromanu draselného (IPL, Ing. Petr Lukes, CR). Jako
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odmérny roztok byl pouzit dusi¢nan stiibrny o koncentraci 0,1 mol/l (Lach-Ner, s.r.o.,
CR), jehoz pfesna koncentrace byla uréena standardizaci. Titrace probihala do dosaZeni

bodu ekvivalence (indikace vizualné, oranzové zbarveni s vydrzi 30 s). V kazdém syrovém

bloku byl obsah soli stanoven ve dvou opakovanich (n=4).

6.3 Texturni profilova analyza

U modelovych vzorkl byly analyzovany texturni charakteristiky, pfedevsim tvrdost. Hod-
noceni textury bylo provadéno instrumentalné pomoci texturometru TA.XT Plus (Stable
Micro Systems, UK), ktery je zobrazen na Obrazku 5. Ze vzorku syra byl vykrojen stifedo-
vy valec o priméru 35 mm a vysSce 20 mm, ktery byl umistén na podlozku analyzatoru.
Textura polotvrdého syru byla hodnocena kompresnim testem, ktery spocival
v dvojnasobném stlaceni vzorku sondou o priméru 50 mm. Vzorek byl stlacen 0 25 % pi-
vodni vysky rychlosti 2 mm/s. Vystupem tohoto méfeni je kiivka zobrazena na Obrazku 6.

Tvrdost je definovéana jako maximalni sila v N dosazend béhem prvniho stlaceni.

Obr.5 Texturometr TA.XT Plus [36]
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Obr.6 Krivka texturni profilové analyzy (zavislost sily [N] na case [S])

6.4 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Vzorek syra byl po stanovené dobé zrani nastrouhan a lyofilizovan (lyofilizator; ALPHA
1-4 LSC, CHRIST, LABICOM s.r.o., CR), aby bylo mozné jej skladovat do okamziku
analyzy. Pred samotnou analyzou bylo tfeba provést extrakci ze susené hmoty syra. Extra-
hovano bylo tfistupiiové lithno-citratovym pufrem. Do zkumavky byl navazen 1 g lyofili-
zovaného vzorku a k nému bylo pfidano 10 ml lithno-citratového pufru. Nasledovalo do-
konalé protiepani ru¢n¢ a nasledné 30 minut na tiepacce (LT2). Pro snadnéjsi sliti superna-
tantu byla disperze odstiedéna 10 minut pii rychlosti 6 0000ot/min (odstiedivka; EBA 21,
Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen). Po usazeni syrové hmoty byl supernatant
prelit do 25ml odmérné bariky. Ke vzorku byl do zkumavky opét pfidan lithno-citratovy
pufr v mnozstvi 7 ml a postup byl opakovan. Poté bylo ptidano poslednich 7 ml lithno-
citratového pufru a postup byl potteti zopakovan (trojnadsobna extrakce). Ziskany superna-
tant v odmérné batice byl doplnén po rysku lithno-citratovym pufrem. Pro pfichystani
k chromatografii byl extrakt rozpipetovan do ependorfek a odsttedén pii 15 000ot/min po
dobu 45 minut (odstfedivka MIKRO 200R, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlin-
gen). Dale byl extrakt zfiltrovan pies sttikackovy filtr o porozit¢ 0,45 pm. Takto pfiprave-

ny vzorek byl analyzovan na automatickém analyzatoru aminokyselin AAA 400 (Ingot,
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Praha). Jedna se o iontové vyménnou chromatografii s postkolonovou ninhydrinovou deri-

vatizaci. Elu¢ni program je zaznamenan v Ptiloze 1.
Seznam chemikalii pro pFipravu pufii:

e Kyselina citronova, p.a. LACHNER

¢ Citronan litny, p.a. ZMBD Chemik s.r.o
e Chlorid litny, p.a. ZMBD Chemik s.r.o

e Hydroxid litny, p.a. ZMBD Chemik s.r.o

Seznam chemikalii pro pripravu ninhydrinu:

e Ninhydrin, pro AAA400, ZMBD Chemik s.r.o
e Methylcellosolv pro AAA400, ZMBD Chemik s.r.o
e Acetatovy pufr pro AAA400, ZMBD Chemik s.r.o

6.5 Stanoveni biogennich aminii

Stejn€ jako pfi analyze volnych AMK byly vzorky po stanovené dob¢ zrani nastrouhdny a
lyofilizovany. Opét bylo pied vlastnim stanovenim nutné provést extrakci. Extrakce byla
tiistupfiovd pomoci 0,6M kyseliny chlorist¢é (MERCK). Do zkumavky byl navazen 1 g
lyofilizované syrové hmoty (na analytickych vahach; A&D GH-200 EC, prodejce
LABICOM s.r.0., CR, Olomouc) a bylo pfiddno 10 ml kyseliny chloristé (MERCK). Dis-
perze byla nejprve fadné protiepana ru¢né a posléze 30 minut na tfepacce (LT2). Nasledo-
valo odstiedéni 10 minut pii 6 000 ot/min (odsttedivka; EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN,
Germany). Supernatant byl slit do 25ml odmérné barnky. Cely postup proveden 3x (trojna-
sobna extrakce), druha a tieti extrakce byla provedena 7 ml kyseliny chlorist¢ (MERCK).
Supernatant byl v odmérné barice dopInén po rysku kyselinou chloristou (MERCK). Na-
sledn¢ byl roztok rozpipetovan do ependorfek. Ze stiedni vrstvy (tak aby nebyla pienesena
ptipadna tukova vrstva na povrchu) roztoku byl odebran 1 ml, ktery byl pteveden do deri-
vatizaéni nadobky, kam bylo pfidano 100 ul vnitiniho standardu (1,7-heptandiamin
v koncentraci 500 mg/l; SIGMA - ALDRICH), 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,0-11,1
a 2 ml Cerstvé ptipraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g/l v acetonu (SIGMA
- ALDRICH). Nasledné byla derivatiza¢ni nadobka uzaviena a tiepana 20 hodin na tfepac-
ce v temnu. Druhy den bylo ptidano 200 ul roztoku prolinu (MERCK) a opétovné tfepano
na tiepacce po dobu 1 hodiny. Posléze bylo pfidano 3 ml heptanu (CHROMASOLV®, for
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HPLC, >99% - SIGMA — ALDRICH) a 3 minuty bylo se vzorky tiepano ru¢né. Po oddé-
leni vrstev byl z heptanové vrstvy odebran 1 ml, ktery byl pfemistén do vialky. Heptan byl
odpaien pii 60 °C v termobloku (EVATERM) pod proudem dusiku (tlakova lahev, Linde
Gas a.s., Otrokovice). Suchy odparek byl ve vialce ziedén 1,5 ml acetonitrilu
(CHROMASOLV® Plus, for HPLC, >99.9%, SIGMA — ALDRICH). Do okamziku analy-
zy byl takto pripraveny vzorek uchovavan v mrazicim zatizeni pti -18 °C. Pied vlastni ana-
lyzou byl vzorek zfiltrovan pies stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um. Vzorky byly analy-
zovany metodou HPLC (binarni pumpa LabAlliance, USA, autosampler LabAlliance,
USA, kolona s termostatem; UV/VIS DAD detektor (A = 254 nm); a degaser 1260 Infinity,
Agilent Technologies). Jako standardy byly pouzity histamine, approx.97%, 2-
phenethylamine, tyramine 99%, putrescine dihydrochloride, cadaverine, agnatine sulfate,

spermidine, spermine, tryptamine, 1,7-diaminoheptane (v$e od Sigma — Aldrich).

6.6 Stanoveni proteinového profilu

Proteinovy profil byl sledovan metodou SDS-PAGE, tedy sodium dodecylsulfat polyakry-
lamidovou gelovou elektroforézou. Nejprve bylo tieba provést extrakci. Byl navazen 1 g
nastrouhaného lyofilizovaného vzorku syra, ktery byl ve zkumavce extrahovan 3 ml desti-
lované vody pii 40 °C po dobu 3 hodin. Nésledné bylo odebrano 100 pl supernatantu, ke
kterému bylo pfidano 25 ul 20% roztoku SDS (SERVA Electrophoresis GmbH, Némec-
ko), 12,5 ul merkaptoetanolu (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko ) a 115 pl vzor-
kového pufru. Takto pfipraveny vzorek byl promichan na Vortexu a nasledné ponechan 10
minut pii 100 °C inkubovat, aby byla zajiSténa denaturace proteint. Pfipravené vzorky

byly do okamziku analyzy uchovavany pti mrazirenskych teplotach.

Pro stanoveni proteinového profilu byla pouzita vertikalni elektroforeticka aparatura (Bio-
Rad, USA), ktera umoziiuje zapojeni dvou gelli soucasné. Pro separaci byly pouzity 17%
polyakrylamidové gely, které byly pfipraveny smisenim 14,17 ml 30% roztoku akrylami-
du, 6,25 ml Tris pufru (o pH 8§,8), 4,08 ml deionizované vody, 250 pul 10% roztoku SDS
(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko), 10 pl N,N,N,N — tetra-metylendiamin
(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko) a 250 ul 10% persiranu amonného (SERVA
Electrophoresis GmbH, Némecko). Thned po promichani byla pfipravend smes nadavkova-
na mezi elektroforeticka skla a byla ptelita malym mnozstvim vody pro zabranéni vysy-
chani. Po ztuhnuti byly gely pomoci filtraéniho papiru osuseny pro odstranéni piebyte¢né-

ho mnozstvi vody a pievrstveny 5% koncentracnim gelem (2,04 ml 30% roztoku akryla-
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midu, 3 ml tris pufru o pH 6,8, 6,9 ml deionizované vody, 120 pl 10% roztoku SDS, 60 ul
10% persiranu amonného a 15 pl N,N,N,N — tetrametylendiaminu), do kterého byly pied
ztuhnutim umistény hiebinky pro vytvofeni jamek. Polymerace probihala pfi pokojové
teplot¢ do druhého dne, kdy byly hiebinky opatrné vyjmuty a do jamek byly nadavkovany
vzorky v objemu 30 pl (vzorky z 1. odbéru nefedéné, od druhého odbéru vzorky nafedéné
1:2 (vzorek : vzorkovy pufr)) spolu s hmotnostnimi standardy (SERVA Electrophoresis
GmbH, Némecko). Takto pfipravené gely byly ve sklech umistény do ramu s elektrodami,
ktery byl nasledné¢ umistén do elektroforetické vany. Do prostoru mezi skla a do prostoru
elektroforetické vany byl nalit zluty elektrodovy pufr dle Laemmliho — specifikace je uve-
dena v priloze PIV (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko). Déle byla cela vana pie-
kryta vikem, které bylo pfipojeno ke zdroji stejnosmérného proudu. Z pocatku, kdy vzorky
putovaly koncentra¢nim gelem, byl zvolen proud 25 mA. Po prichodu koncentraénim ge-
lem byla velikost proudu navysSena na 40 mA. V okamziku, kdy celo elektroforézy dosahlo
spodniho okraje separacniho gelu, byl zdroj proudu odpojen a gely ve sklech vyjmuty. Poté
byly od sebe odd¢leny skla, ze separacniho gelu byl odstranén koncentracni gel a ziskany
separa¢ni gel byl umistén na 30 minut do fixa¢niho roztoku (Ptiloha III). Po zafixovani byl
gel oplachnut vodou a vloZen na 1 hodinu do barviciho roztoku (Pfiloha III). Po vyjmuti
byly zbytky barviciho roztoku z gelu splachnuty vodou a gel byl ptelit odbarvovacim roz-
tokem (Pfiloha IIT). V okamziku, kdy byly jednotlivé bandy viditelné a zbytek gelu byl
dostatecné odbarveny, byly gely z odbarvovaciho roztoku vyjmuty a vyfoceny. Ziskané

fotky byly podle potieby upraveny a vyhodnoceny pomoci programu Bio-1D.

97,4kDa
67 kDa
45kDa
29kDa
21kDa
12,5kDa
6,5kDa

Obr.7 Ukdzka proteinovych profilii stanovenych metodou SDS-PAGE s vyznace-

nymi molekulovymi hmotnostmi standardu
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Seznam chemikalii pro SDS-PAGE
e 30% roztok akrylamidu
Akrylamid research grade (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
N,N’-metylen-bisakrylamid research grade (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
o Tris pufr pro separacni gel, pH 8,8
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochemie, B. V, Nizozemi)
Pomoci koncentrované HC1 (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika) upravit pH
o Tris pufr pro koncentracni gel, pH 6,8
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochemie B. V, Nizozemi)
Pomoci koncentrované HC1 (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika) upravit pH
e Chemikadlie pro vzorkovy pufr
Tris-HCl research grade (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
2-Merkaptoetanol research grade (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
Glycerol p.a. (Lach-Ner, s.r.o0., Ceska republika)
Bromfenolova modi (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
o Chemikadlie pro fixacni roztok
Etanol, 96% (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)
Kyselina octova, (IPL, Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.
e Barvici roztok
Coomassie Blue R-250 p.a. (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
Methanol p.a. (IPL, Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
Kyselina octova p.a. (IPL, Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
e Odbarvovaci roztok
Methanol p.a. (IPL, Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

Kyselina octova p.a. (IPL, Ing. Petr Lukes, Ceska republika)
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Zakladni chemicka analyza

Stanoveni pH

U modelovych vzorkt bylo v pribéhu zrani méfeno pH vpichovym pH-metrem. Vyvoj pH
u malych blokd dokumentuje Tabulka 2. Po 14 dnech zrani bylo pH vzorki inokulovanych
kulturou CHN19 v rozmezi 4,91 az 5,01. Nasledné pH rostlo az na hodnoty 5,32 az 5,51,
kterych doséhlo v 56. dni zrani. Pfi poslednim odbéru (84 den zrani) byl sledovan mirny
pokles na hodnoty v rozmezi 5,28 az 5,38. Mezi vzorky s rozdilnou slanosti nebyly sledo-

vany vyznamné rozdily.

Vyvoj pH v malych blocich inokulovanych kulturou Flora Danica zachycuje opét Tabulka
2. Po 14 dnech zrani bylo pH Sarze C 5,41. Nasledné pH mirné pokleslo na hodnoty 5,35
az 5,38 (28 den zrani). Po 56 dnech zrani pH vzrostlo na 5,46 a po 84 dnech zrani doséhlo
hodnot 5,30 az 5,47. V piipadé Sarze D pH zistavalo po celou dobu zrani pomérné nizké,
na hodnotach kolem 5,07 az 5,23. Rozdily mezi jednotlivymi Sarzemi mohly vzniknout
v disledku vyskytu non-starterovych bakterii mlééného kvaseni, které béhem zrani po-
stupné prevladnou nad syraiskymi kulturami a vyznamné se tak podili na zménach v ma-

trici zrajiciho syra [17].

Tab.2 Vyvoj priimérnych hodnot pH V pritbéhu zrani modelovych vzorkii, NS (nizsi soleni),

VS (vyssi soleni)
Vzorek Doba zrani (dny)
14 28 56 84
Sar? NS [4,9940.03 |518+0,02 | 5.51£0,07 | 528+0,09
Sarze A Vs
CHN19 4,91+0,09 5,33+0,05 5,46+0,01 5,38+0,08
sarve B NS 5,01+0,04 5,32+0,10 5,40+0,08 5,30+0,04
VS | 4,94+0,05 |532+0,03 | 5,32+0,09 | 5,30+0,01
sarse C NS | 541+0,08 5,35+0,03 5,46+0,06 5,47+0,12
: VS [5,4140,08 | 538+0,03 | 546+0,02 | 5,3040,03
F. Danica
- NS 5,23+0,04 5,15+0,06 5,20+0,02 5,13+0,01
Sarze D
VS |5,15£0,05 | 508003 | 5,09+0,05 | 507+0,04

Hodnoty pH velkych blokti po 56 dnech zrani jsou zaznamenany v Tabulce 3. Hodnoty pH

vSech vzorkd byly po 56 dnech zrani pomérné vysoké a pohybovalo se v rozpéti hodnot
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5,40 az 5,51. V pripad¢ vice solenych vzorka se pH udrzelo mirn€ nizs$i nez u mén¢ sole-
tych latek (napf. NH3) a inhibici rozkladu kyseliny mlééné v dusledku zvySeného obsahu
soli [27]. Mezi stfedem a okrajem velkych blokd nebyl po 56 dnech zrani pozorovan
V hodnotach pH vyznamny rozdil, coz lze pfi¢ist mimo jiné¢ vyrovnani obsahu soli v celém
syrovém bloku, coz je ziejmé ze stanoveni obsahu soli v jadru a okrajovych vrstvach (viz
nize).

Tab.3 Primerné hodnoty pH ve velkych blocich po 56 dnech zrani, NS (nizsi sole-

ni), VS (vyssi soleni)

pH

CHN19 (V1) NS | STRED 5,52+0,04
OKRAJ 5,48+0,03

VS | STRED 5,42+0,02

OKRAJ 5,35+0,03

F.Danica (V2) NS | STRED 5,550,01
OKRAJ 5,57+0,08

VS | STRED 5,41+0,05

OKRAJ 5,45+0,04

Vyvoj hodnot pH, tedy nizké pH z pocatku zrani v disledku produkce kyseliny mlécné
Z laktozy a nasledny rust hodnot pH v disledku rozkladu kyseliny mlé¢né a produkce latek
zasadité povahy je v souladu s Pachlova et al [42]. McMahon et al [19] vSak pozoroval
niz$i hodnoty pH (rychlejsi okyseleni) u méné solenych vzorkl Vv porovnani se vzorky
s vyssi koncentraci soli. Tento trend vSak nebyl prokdzan, coz mize byt zptisobeno skutec-
nosti, ze hodnoty pH byly stanoveny az po 14 dnech zrani. Z tohoto divodu muze byt
Vv naslednych studiich vhodnéjsi sledovat vyvoj pH v zavislosti na obsahu soli jiz v pribé-
hu prvnich dni po vyrobé. Pro tento ucel jsou vhodné malé bloky, ve kterych se obsah soli
V celém objemu vyrovna rychleji ve srovnani s vét§imi bloky, coz miize byt doporucenim

pro budouci experimenty.

Stanoveni obsahu suSiny

V pritbéhu zrani byl v modelovych vzorcich sledovan obsah suSiny, vysledky jsou vynese-

ny do Tabulky 4. Obsah susiny v pribehu zrani mirn¢ kolisal. Ze zjisténych hodnot obsahu
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susiny lze konstatovat, ze v ptipadé vice prosolenych vzorkd byly hodnoty V priiméru o
vice nez 2 % vyssi, nez tomu bylo u méné prosolenych vzorki. Obsah suSiny méné sole-
nych vzorki Sarze A fluktuoval kolem hodnoty 56,4 %, kdezto vice solené vzorky z téhoz
dne mély v priméru 58,4 % suSiny. Obsah suSiny méné solenych vzorku Sarze B byl

VvV praméru 55,9 %, vice solené vzorky mély kolem 58,5 % susSiny.

Obsah susiny v malych blocich inokulovanych kulturou F. Danica je taktéZz zaznamenan
v Tabulce 4. Tyto vysledky byly vyrovnanéjsi nez v ptipad¢é vzorka s kulturou CHN19 a
byl pozorovan obdobny rozdil v obsahu susiny mezi mén¢ a vice prosolenymi syry. Hod-
noty obsahu suSiny vzorkl s niz§im obsahem soli (praimérny obsah 55,3 %) byly ptiblizné
0 2 % niz8i ve srovnani se vzorky solenymi del$i dobu (priimérny obsah susiny 57,6 %).
Nebyl pozorovan vyznamny trend v obsahu suSiny v pribé¢hu 3 mési¢niho skladovaciho

pokusu.

Tab.4 Vyvoj obsahu susiny v pritbéhu zrdni [%]

Vzorek Doba zrani (dny)
14 28 56 84
. NS | 57,5+0,1 | 56,240,1 | 54,9+0.4 | 57,0+0,6
sarze A VS | 59,7+0,5 | 56,5+1,6 | 58,2+0,5 | 59,1+0,4
+ + + +

CHng 5 ’7 b b b 9 b 9 9
. NS | 57,140,3 | 53,9+1,6 | 54,4+1,3 | 57,1£1,2

Sarze B
VS | 61,0+0,3 | 57,7+1,3 | 56,4+0,1 | 60,2+0,3
. . NS 57,5£0,6 | 55,3+1,5 | 53,1+1,5 | 55,2+1,3

Sarze C
) VS | 58,240,1 | 57,6+0,2 | 57,4+1,3 | 57,4+1,6

F. Danica

L. NS | 56,3+0,1 | 56,3+0,2 | 56,240,5 | 57,1+0,2

Sarze D
VS | 57,840,2 | 57,6+0,3 | 59,0+0,5 | 58,9+0,3

Trend v obsahu susiny mezi sttedem a okraji syrovych bloku je patrny z grafu (Obrazek 8),
na kterém je vynesen obsah susiny ve velkych syrovych blocich po 56 dnech zrani. Z grafu
je mozné vycist, Zze obsah suSiny zavisi nejen na obsahu soli, ale také na segmentu syrové-
du méné solenych vzorkd, a to 54,6 % u vzorku s kulturou CHN19 a 56,4 % v bloku s F.
Danica. Naopak nejvyssi obsah suSiny byl stanoven v okrajovych vrstvach vice prosole-
nych vzorkd, 58,6 % (vzorky s CHN19) a 59,9 % (vzorky s F. Danica). Vysledky analyzy
obsahu susiny jsou v souladu s Prasad et al [15], ktery sledoval narust obsahu susiny u vice
solenych syrt. TaktéZ Messens et al [43] dokumentuje pokles obsahu vody ve hmot¢ syra

s nartstem délky soleni v soIné lazni.
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Tyto rozdily se mohou odrazit ve stupni proteolyzy, resp. v aktivit¢ vody, kterd vyznamné
ovliviiuje aktivitu bakterii mlécného kvaseni a enzymui (jak bakteridlnich, tak syfidla a
enzymu mléka), které se podili na zménach v proteinové matrici syra. Tento trend je tedy
tteba zohlednit ve vysledcich proteinového profilu, obsahu volnych aminokyselin a obsahu
biogennich aminil. V neposledni fad€ se tento trend odrdzi ve vysledcich texturni profilové

analyzy.

61
60
59

58 T
57 -
OBSAH . =
SUSINY [%] . ]
54 +—
53 +—
52 +—
51

stied | okraj | stred | okraj | stred | okraj | stied | okraj

NS VS NS VS

CHN19 | F.Danica |

Obr.8 Obsah susiny ve velkych blocich po 56 dnech zrani [%], NS (nizsi soleni), VS

(vys$si soleni)

Stanoveni obsahu soli

Modelové vzorky byly v pribéhu zréani analyzovany na obsah soli, vysledky stanoveni
obsahu soli v malych blocich jsou zaznamenany v Tabulce 5, ze které je patrné, Ze obsah
soli se mezi modelovymi vzorky ze stejné Sarze s odliSnym zpiisobem soleni lisil ptiblizné
0 1 %. Toto lze posoudit velmi pozitivné v ramci optimalizace zptsobu soleni a v nasled-
ném posouzeni vlivu obsahu NaCl na biochemické zmény v prubéhu zrani syrovych blok.
Primérny obsah soli v méné solenych vzorcich Sarze A byl 1,7 %, vice solené vzorky téze
Sarze obsahovaly kolem 2,7 % soli. Sarze B obsahovala primérné 1,8 % soli v méné sole-
nych vzorcich a kolem 2,9 % soli ve vice prosolenych vzorcich. Je patrné, Ze obsah soli
nezaznamenal v pribéhu zrani vyznamny trend (napf. zpisobeny vysychanim vzorku, ¢imz
by doslo ke zvySovani obsahu soli). Obsah soli v méné solenych vzorcich Sarze D byl pri-
mérné 1,7 %, ve vice slanych vzorcich 2,7 %. Sarze D obsahovala ptiblizné 1,3 % soli

v mén¢ solenych vzorcich a 2,7 % soli ve vice solenych vzorcich.
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Tab.5 Obsah soli v malych blocich [%]

Vzorek Doba zrani (dny)
14 28 56 84
Lo NS | 1,67+0,02 1,54+0,15 1,83+0,11 1,68+0,5
Sarze A VS
. 2,95+0,16 2,86+0,59 2,81+0,67 2,28+0,07
<arze B NS | 1,38+0,01 2,18+0,38 2,21+0,35 1,50+0,24
VS | 2,64+0,29 3,38+0,21 3,42+0,11 2,31+0,08
.. NS | 1,68+0,16 1,69+0,17 1,88+0,21 1,44+0,04
Sarze C
. VS | 2,72+0,09 3,03+0,04 2,40+0,02 2,56+0,22
F. Danica
. NS | 1,36+0,02 1,34+0,03 1,31+0,07 1,25+0,10
Sarze D
VS | 3,01+0,05 3,04+0,03 2,63+0,25 2,25+0,22

Obsah soli ve velkych blocich po 2 mésicich zrani je vynesen do grafu (Obrazek 9).

Z grafu je mozné vycist, Ze po 2 mésicich zrani se obsah soli na povrchu a ve sttedu blokt

ptili§ nelisil, tudiz se prostiednictvim difuze koncentrace soli vyrovnala. Z tohoto pohledu

lze posoudit termin odbéru vzorka velkych bloki jako vhodné zvoleny, nebot” koncentrace

soli byla v bloku vyrovnana. Obsah soli byl v méné solenych blocich pfiblizné¢ 1,42 %
(CHN19) a 1,48 % (F.Danica). Ve vice solenych vzorcich byly stanoveny hodnoty 2,62 %
(CHN19) a 2,87 % (F.Danica).

obsah soli
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F.Danica

Obr.9 Obsah soli ve velkych blocich po 56 dnech zrdni [%]
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7.2 Texturni profilova analyza

V prub¢hu 84 dnti zrani byla analyzovana tvrdost vzorkd, ktera je vynesena v grafech (Ob-
razky 10, 11). Tvrdost zavisela pfedev§im na obsahu soli a s nim souvisejicim obsahem
susiny, kdy vice solené¢ vzorky mély vyssi obsah susiny a vyss$i tvrdost. V prabéhu zrani
nebyl u vzorkt Sarze A pozorovan vyrazny trend v tvrdosti. Tvrdost méné solenych vzorkt
Sarze A byla v priméru 66 N, tvrdost vice solenych vzorki téze Sarze byla v praiméru 99
N. U vzorka sarze B byl sledovan v hodnotach tvrdosti od 2. odbéru do konce zrani narust,
z 50 N na 90 N u méné solenych vzorkli a ze 110 N na 149 N u vice solenych vzorkd. U

ostatnich Sarzi vSak tento trend pozorovan nebyl.
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Obr.10 Tvrdost vzorkii Sarze A
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Obr.11 Tvrdost vzorkii Sarze B
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Tvrdosti vzorkt s kulturou F. Danica byly vyneseny do grafii na Obrazcich 12, 13. Z grafa
je patrné, ze vyrazny trend v hodnotach tvrdosti v prub¢hu zrani zaznamenan nebyl. Obec-
né byla tvrdost vzorkl s kulturou F. Danica niz§i, nez tomu bylo u vzorkta s kulturou
CHN19. Tvrdost méné solenych vzorki se pohybovala kolem 35 N u Sarze C a kolem 44 N
v piipad¢ Sarze D. Tvrdost vice solenych vzorki byla v priméru 77 N u Sarze Ca 97 N u
vzorki Sarze D. Rozdily v tvrdosti obou Sarzi i jednotlivych vzorkdl navzajem je mozné
prisoudit dutinkdm ve vzorcich, které vznikaly pravdépodobné z diivodu tvorby plynu pti-
tomnou mikroflorou. U vSech Sarzi malych blokii syrti byl zaznamenan pokles tvrdosti ve
28. den zrani, ktery se vymykéa pozorovanému trendu. Tento pokles lze pravdépodobné
prisoudit vnéj§im vliviim. Jednim z moznych vysvétleni je nesnadna regulace teploty v
laboratofi, kde bylo provedeno méteni texturnich vlastnosti. Z tohoto pohledu Ize pro na-
sledné studie doporucit vhodnou regulaci teplotnich podminek v laboratofi napf. prostied-

nictvim klimatizace.
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Obr.12 Tvrdost vzorkii Sarze C
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Obr.13 Tvrdost vzorkii Sarze D

U velkych blokt byla tvrdost analyzovana po 2 mésicich zrani (Obrazek 14). Z grafu lze
opét videt, ze tvrdost vice solenych vzorkll byla vys$si. ZvySeni tvrdosti vice solenych
vzorkl souvisi také s nartstem obsahu suSiny u téchto vzorkd. Zjistény trend je v souladu
s Guinee [13] a s Murtaza et al [27], ktefi také pozorovali nartst tvrdosti v souvislosti
S vyS88im obsahem soli u ruznych druhG syrd. Naméfena data vSak nejsou Vv souladu
s Murtaza et al [27] v tom ohledu, Ze autor sledoval u vzorkd v prubéhu zrani pokles tvr-
dosti v dusledku proteolyzy. Autor také uvadi, ze proteolyza je inhibovana zvySenym ob-
sahem soli, tudiz tvrdost vice solenych vzorkl klesd v priabéhu zrani pomaleji. Autor ve
své praci zminuje ucinek soli na hydrataci a rozpustnost kaseinti, kde vapenaté ionty jsou
V kaseinové matrici nahrazeny jednomocnymi sodnymi ionty, coz v disledku zvysi hydra-
taci a rozpustnost kaseinti. Také tyto interakce soli maji na texturni vlastnosti syru zasadni

vliv.
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Obr.14 Tvrdost velkych blokii po 56 dnech zrani [N]

7.3 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Celkovy obsah volnych aminokyselin v malych syrovych blocich Sarze A a B (vzorky
s kulturou CHN19) je vynesen do grafii na Obrazcich 15 a 16. Z grafi je ziejmé, ze obsah
FAA v pribéhu zrani rostl, coz je duasledkem proteolyzy kaseinové matrice. Obecné lze
konstatovat, Ze obsahy volnych aminokyselin ve vzorcich s vy$§im obsahem soli byly niz-
$i. Tento trend muze byt disledkem sniZeni intenzity proteolyzy inhibici BMK a jejich
enzymu zvySenym obsahem soli. Také Murtaza et al. [27] ve své praci pozoroval nizsi ob-
sahy volnych FAA ve vzorcich s vy$§im obsahem soli. Exterkate et al. [34] uvadi, Ze kon-
centrace soli nema vliv na primarni proteolytické reakce (hydrolyza as-kaseinu), ale po

rozstépeni dlouhych proteinovych fetézct inhibuje vznik kratsich peptidi a volnych ami-

nokyselin.
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Obr.15 Celkovy obsah volnych aminokyselin ve vzorcich sarze A
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Obr.16 Celkovy obsah volnych aminokyselin ve vzorcich sarze B

Grafy na Obrazcich 17 a 18 znazornuji obsahy volnych aminokyselin u vzorkut $arzi C a D,

které byly inokulovany kulturou F. Danica. Z vysledid vyplyva, Ze K inhibici produkce

FAA u vysoce solenych syri dochdzi az po uplynuti mésice zrani, coz mize byt zptisobeno

pomalejsi difuzi soli do stiedovych ¢asti bloki. Pocatek proteolyzy je navic iniciovan

chymozinem a plazminem, na jejichz aktivitu nema obsah soli tak vyrazny vliv jako na

pomnozovani a aktivitu BMK [34]. Ale i v ptipad¢ vzorka s kulturou F. Danica lze fici, Ze

vyvoj obsahu FAA je ovlivnén koncentraci soli v modelovych vzorcich syra.
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Obr.17 Celkovy obsah volnych aminokyselin ve vzorcich Sarze C
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Na druhou stranu po 56 dnech zrani doslo k prudkému nartistu obsahu FAA v ptipadé
vzorkl s vys$si koncentraci soli v $arzi D a naopak k poklesu hodnot u vzorki s niz§im ob-
sahem soli. Ve srovnani s ostatnimi odbérovymi dny jsou tyto hodnoty v rozporu s trendem
vyvoje obsahu FAA, coz mohlo byt zpiisobeno napf. intenzivni konverzi FAA na senzoric-
ky aktivni latky (ibytek obsahu FAA u mén¢ solenych syrit). Strmy nartst obsahu FAA u
vzorkl s vyS$i slanosti by mohl byt také zptisoben rozsahlou 1yzi bunék a podpotfenim ak-
tivity proteolytickych enzymi mimo mechanizmy bakteridlni bunky, piip. adaptaci
NSLAB na prostfedi s vyssi slanosti. Gobbetti et al. [S0] uvadi, Ze aktivita nékterych pep-
tidaz NSLAB je podpoiena zvysenym obsahem soli. Optimalni aktivita n¢kterych proteo-
Iytickych enzymi NSLAB je dosazena az pti 3% koncentraci soli. Je vSak nutné zminit, ze

tato domnénka nebyla podpotfena v ostatnich sledovanych Sarzich.
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Obr.18 Obsah volnych aminokyselin ve vzorcich Sarze D

Obsahy volnych aminokyselin ve velkych blocich po 56 dnech zrani jsou vyneseny do gra-
fu na Obrazku 19. Z grafu je mozné vidét, Ze obsah FAA v blocich Sarze V1 je vySsi nez
obsah FAA v blocich Sarze V2, coz je disledkem niz§i proteolytické aktivity kultury F.
Danica. Trend, kdy proteolyza kaseinové matrice syri s vy$§im obsahem soli by méla byt
inhibovana zvySenym obsahem soli a niz8i ay, ktery ve své praci sleduji Murtaza et al. [27]
a Exterkate et al. [34], nebyl potvrzen zcela. Z grafu je ziejmé, ze obsah FAA ve stiedu
vice prosoleného vzorku Sarze V1 je mirné€ niZsi nez je obsah FAA ve stfedu méné solené-
ho vzorku. Stejné jako je obsah FAA v okraji vice soleného vzorku sarze V2 niz§i nez

v okraji mén¢ soleného vzorku téze Sarze. Ovsem tento trend neni shodny mezi ostatnimi
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hodnotami. Taktéz trend sledovany v praci Pachlova et al. [49], kdy obsah FAA je nejvyssi
ve stiedu syrovych blokd, je z vysledkl patrny pouze ¢asteéné. Pricinu lze pravdépodobné

nalézt v komplikovanych mikroenvironmentalnich vztazich v pfirodnich syrech.

stied | okraj | stied | okraj | stred | okraj | stied | okraj

OBSAH
FAA [g/kg]

O B N W A U1 O N 00
1

NS VS NS VS

V1 | V2

Obr.19 Obsah volnych aminokyselin ve velkych blocich sarze V1
(kultura CHN19) a V2 (kultura F. Danica) po 56 dnech zrani

Do grafti na Obrazcich 20, 21 jsou vyneseny obsahy jednotlivych FAA ve stfedech velkych
blokt. Je patrné, Ze nejvyssi bylo zastoupeni kyseliny glutamové, glutaminu a leucinu,
jejichz obsahy dosdhly az ke 2 g v kg Cerstvé syrové hmoty. Napf. cystein, asparagin a [3-

alanin nebyly detekovany vibec.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

64

2
1,8
1,6
1,4
1,2
‘[337(3*]‘ 1 W V1NS
8/Kg
0,8 mV1Vs
06 V2 NS
0,4 -
0 - mV2VS
0 .
e ¢ O ¢ QO e e e < e e e e e
{\\(\ Q}\(\ ’b('\ ,bés(\ . ,b(J\ ((‘\\(\ O&\(\ *(')\(\ ('\\(\ \)\'\\(\ '§\° &Q’\Q. (\\Q‘ {\\(\
® P L E @ N WL N F O °
<& FH P L J LaloN & & 3
K ¥ & © W
S e N (ﬁ
2,5
2
Obsah L5
[s/kgl 4
mV1NS
0,5 mV1VsS
O T T T |- T T V2 Ns
& &R L EEEEEE LS mV2VS
0(:\ 0(.;\ ‘:»\,b(\\ ,b(\\'o’b 0% ((\\,\‘9\ @,\-\6\ ‘}6\ ,06\ \(\\.'b"b
KL F I T S
A NN I G ST
}?.@ y@ N ‘?SQ yé‘
& & &
W0 Q& >
&

Obr.20, 21 Obsahy jednotlivych volnych aminokyselin ve stfedovych segmentech

velkych blokd po 56 dnech zrani

7.4 Stanoveni obsahu biogennich amini

Z vysledki stanoveni obsahil sekundarnich metabolitti proteolyzy (Grafy na Obrazcich 22,

23, 24, 25) - biogennich aminl v prub&hu zrani vyrobenych bloku jsou patrné dva trendy.

Obsah biogennich aminil ve vzorcich roste s prodluzujici se délkou zrani, z ¢ehoZ je mozné

usoudit, Zze obsah biogennich amini ve vzorcich roste se stupném proteolyzy kaseinové

sit¢, resp. uvolhovanim jejich prekurzori — volnych aminokyselin. Druhy pozorovany

trend souvisi s obsahem soli v syrovych blocich, kde byl pozorovan niz$i celkovy obsah

biogennich aminli ve vzorcich s vyssi koncentraci soli. Toto mize byt vysvétleno ¢astec-
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nou inhibici proteolyzy a zejména dekarboxyldza pozitivnich bakterii v dasledku zvySené-
ho obsahu NaCl. Po 14 dnech zrani byl obsah biogennich aminti ve vSech Sarzich pomérné
nizky a pohyboval se vrozmezi 6,42 az 12,23 mg/kg (vzorky s CHN19), 5,32 az 9,42
mg/kg u vzorkl s F. Danica. V piipad¢ vzorkl s vyssim obsahem soli byly hodnoty nizsi, a
to 5,29 az 10,85 mg/kg u vzorkd inokulovanych CHN19 a 3,42 az 7,76 mg/kg u vzorkt
s kulturou F. Danica. Po 28 dnech zrani vsak doSlo u vSech $arzi k prudkému nardstu obsa-
hu biogennich aminti pravdépodobné v disledku pomnozeni a aktivity NSLAB, které
Vv prub&hu zrani prevladnou nad SLAB (starterové bakterie mlééného kvaseni) [17]. Jednim
z problematickych usekti vyroby syri v technologické laboratofi z hlediska piipadného
pomnozovani NSLAB je nezajiSténi chlazeni jiz pasterovaného mléka do okamziku, nez
bude zpasterovan objem mléka potiebny pro vyrobu celé Sarze syrovych blokt. Sarze A
piekrocila toxikologicky vyznamnou hladinu biogennich amint 100 mg/kg jiz po 28 dnech
zrani, coz muze predstavovat zdravotni riziko pro spotiebitele. Obsah biogennich amint
100 mg/kg je toxikologicky vyznamna hladina, ktera je zakotvena v Natizeni Komise (ES)
¢. 207372005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny, kde
upravuje piipustny obsah histaminu v produktech rybolovu. Ze stanovenych hodnot Ize

usoudit, Zze obsah soli ma vyrazny dopad na sniZzovani hladiny biogennich aminu [47, 48].
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Obr.22 Celkovy obsah biogennich aminii V cerstvé hmoté syri [mg/kg] v malych blocich
Sarze A s kulturou CHN19
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Obr.23 Celkovy obsah biogennich aminii V cerstvé hmoté [mglkg] v malych blocich sarze
B s kulturou CHN19
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Obr. 24 Celkovy obsah biogennich aminii V cerstvé hmoté [mg/kg] v malych blocich sarze

C s kulturou F. Danica
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Obr.25 Celkovy obsah biogennich aminii v cerstvé hmoté [mglkg] v malych blocich sarze
D s kulturou F. Danica

Z vysledki prezentovanych na vySe uvedenych Obrazcich 22 - 25 Ize usuzovat vyznamnou
souvislost s produkci biogennich aminti a ptitomnosti rozlicné mikroflory. Ptestoze popsa-
né trendy byly obdobné ve vSech modelovych vzorcich, byly pozorovany vyznamné dife-
rence mezi jednotlivymi Sarzemi vyrobenymi v laboratornich podminkach. Rozdil v pro-
dukci biogennich aminti mezi Sarzemi A a B (syry s kulturou CHN19) po 84 dnech zrani
¢inil vice jak 200 mg/kg v ptipad¢ vzorkl s nizsi slanosti. Tyto odliSnosti je mozné piisu-
zovat pritomnosti rozli¢né mikroflory v pfirodnim syru, ktera (jak jiz bylo zminéno diive)
se muze vyznamné podilet na biochemickych zménach probihajicich béhem zrani syru [17,
25].

Celkové obsahy biogennich amint stanovené po 56 dnech zrani ve velkych blocich jsou
vyneseny do Grafu na Obrazku 26. Z grafu jsou patrné dva trendy. Obsah biogennich ami-
ni v okrajovych ¢astech syrovych blokl je vySsi nez ve stfedovych ¢astech. Druhy trend,
ktery byl sledovany také u malych syrovych blokt, souvisi s inhibici produkce biogennich

amint Vv disledku zvySeného obsahu soli.

Trend pozorovany u velkych bloki, kdy stfed syrovych blokd obsahoval mensi mnozstvi
biogennich amini nez okrajové vrstvy, je v souladu s Pachlova et al [42]. Nizs§i obsah bio-
gennich amind ve vice solenych vzorcich byl pozorovan také v experimentech Loizzo et al
[44]. Autor uvadi, Ze snizeni obsahu biogennich amind ve vice solenych vzorcich pravdé-
podobné souvisi s inhibici riistu dekarboxyldza-pozitivnich BMK zvySenym obsahem soli

¢i s inhibici jejich dekarboxyldzové aktivity.
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Obr. 26 Celkovy obsah biogennich aminii v cerstvé hmote [mg/kg] ve velkych blocich po

7.5 Proteinovy profil

56 dnech zrani

Tab.6 Proteinové profily malych blokii po 14 dnech zrani, molekulovd hmotnost v kDa

Sarze A Sarze B Sarze A Sarze B Sarze C Sarze D Sarze C Sarze D
NS NS VS VS NS NS VS VS

95,93 97,40 97,85 94,47 98,74 90,10 91,55 81,60
77,99 82,98 81,14 82,06 83,45 76,23 79,78 65,71
60,57 63,90 63,13 63,90 64,16 60,83 69,25 55,36
53,00 45,75 45,00 44,69 31,83 52,76 31,36 46,92
41,23 42,04 42,14 42,45 29,07 43,47 26,42 41,54
30,31 36,35 40,63 40,73 26,55 39,63 24,28 38,36
26,34 32,64 32,07 36,26 21,00 31,91 21,39 30,82
22,76 27,00 26,59 33,06 14,58 28,50 14,93 27,05
20,26 24,20 22,97 29,33 12,85 25,84 13,07 25,38
15,77 20,61 20,48 26,80 10,92 19,83 11,54 22,76
14,13 16,13 17,45 24,12 13,73 19,00
12,02 14,62 15,86 20,87 12,63

12,85 14,22 16,30

10,75 12,54 14,58

10,62 12,81

11,10
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V tabulce 6 jsou vysledky proteinovych profili malych syrovych bloki po 1. odbéru (14
dnech zrani) stanovené metodou SDS-PAGE. U vzorku bylo identifikovano 10 — 16 rtizné
dlouhych proteint o velikosti 10,62 — 98,74 kDa. Vzorky jsou kédovany Sarzi a obsahem
soli (NS — nizsi slanost; VS — vyssi slanost). Do Sarzi A, B byla pro vyrobu pouzita kultura
CHN19. Do sarzi C, D byla aplikovana Flora Danica. Ve vzorcich s kulturou CHN19 bylo
identifikovano 12 — 16 proteinovych fragmentt o velikosti 10,62 — 97,85 kDa. Ve vzorcich
s kulturou F. Danica bylo rozpoznano mensi mnozstvi §tépa (10 — 12) 0 molekulové hmot-
nosti 10,92 — 98,74 kDa. Proteinové fragmenty o vysoké molekulové hmotnosti budou

pravdépodobné stépy kaseinové matrice syra obsahujici vice kaseinovych frakci.

Dendrogram with homolegy coefficient %:5.0 { UPGNA }
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Obr.27 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilti vzorkii po 14 dnech zrani, 2
(Sarze A NS), 4 (sarze A VS), 6 (sarze C NS), 8 (sarze C VS)

Dendrogram zobrazeny na Obrazku 27 vyjadfuje miru shody mezi rizné prosolenymi
vzorky v zavislosti na pouzité kultuie. Z dendrogramu jde vidét, Ze proteinovy profil jed-
notlivych vzorkil se 1i$i. Vliv na proteinovy profil ma jak kultura, tak i obsah soli. VéEtsi
podobnost je mezi vzorky téze Sarze a rozdilného obsahu soli nez mezi kulturami navza-
jem, z ¢ehoz lze usuzovat na rozdilnou intenzitu proteolyzy prostfednictvim odlisnych kul-

tur.
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Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA )

100%90% 80% 70% &0% 30% 40% 30% 20% 10%0%

Obr.28 Dendrogram shlukové analyzy proteinového profilu vzorkii po 14 dnech zrdni, 3
(Sarze B NS), 5 (Sarze B'VS), 7 (Sarze D NS), 10 (Sarze D VS)

V dendrogramu na Obrazku 28 je zaznamenana podobnost proteinovych profili mezi
vzorky Sarze B a D s riznym obsahem soli. Vzorky Sarze B s odlisnym obsahem soli vy-
tvofily samostatny shluk s podobnosti vyssi jak 90 %. Na druhou stranu vzorky Sarze D
S riznym obsahem soli si podobné nejsou. V tomto piipadé se vyznamné lisi také protei-
nové profily jednotlivych kultur. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o proteinové profily vzor-
ki po pouhych 14 dnech zrani, je mozné, ze koncentrace soli nebyla v celém objemu syro-
vého bloku vyrovnand. Rozdilnd koncentrace soli v riiznych segmentech syrového bloku
muze zpusobit rozdilnou intenzitu proteolytickych reakci na rtznych mistech syrového

bloku, a tim ovlivnit proteinovy profil.

Tabulka 7 znazoriuje proteinové profily malych syrovych bloki po 28 dnech zrani. Byly
identifikovany proteiny o velikostech v rozmezi 5,46 — 93,16 kDa v 9 — 14 bandech. Kvili
vy$si koncentraci rozstépenych proteint po 1 mésici zrani byly vzorky pfed nanesenim na
gel zfedény 1:2 vzorkovym pufrem. U vzorkll vyrobenych s pouzitim kultury CHN19 (3ar-
7e A, B) bylo stanoveno 9 — 12 bandi o velikostech 5,46 — 93,16 kDa. U vzorkii vyrobe-
nych s kulturou F. Danica bylo rozpoznano 11 — 14 bandi o molekulové hmotnosti 8,61 —

88,96 kDa.
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Tab.7 Proteinové profily malych blokii po 28 dnech zrdni, molekulova hmotnost v kDa

Sarze A Sarze B Sarze A Sarze B Sarze C Sarze D Sarze C Sarze D
NS NS VS VS NS NS VS VS
91,36 91,36 93,16 89,56 89,56 88,96 88,96 84,26
75,34 74,81 76,94 76,41 76,41 76,94 67,00 70,26
61,25 60,95 61,55 59,46 62,15 65,48 57,99 56,54
53,44 40,90 41,01 43,94 60,35 60,35 41,48 42,76
43,35 34,10 30,53 41,24 41,36 43,70 30,11 38,61
40,66 30,45 28,29 34,50 38,38 39,40 27,98 29,78
31,05 27,73 20,29 30,79 34,81 30,62 26,46 28,19
28,19 20,29 16,38 20,35 30,62 28,24 20,29 26,30
20,46 11,34 13,28 16,94 28,24 26,20 16,38 23,51
17,00 7,80 23,77 23,61 13,56 20,13
8,83 20,51 20,62 8,61 18,24
5,46 17,06 17,23 16,27
15,59 13,62 14,29
9,26

1

Dendrogram with homology coefficient %:10.0 { UPGHMA
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Obr.29 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilit vzorkit po 28 dnech zrani, 2
(Sarze A NS), 4 (Sarze AVS), 6 (Sarze C NS), 9 (sarze C VS)

Z dendrogramu na Obrazku 29 je patrné, Ze mezi vzorky Sarze A s kulturou CHN19 a mezi

vzorky Sarze C s kulturou F. Danica jsou urcité rozdily. Na rozdil od vzorkl analyzova-

nych po 14 dnech zrani vytvoftily SarZze A a C se stejnymi obsahy soli samostatné shluky.

Lze tedy usuzovat, Ze po 28 dnech zrani byla intenzita proteolyzy ovlivnéna obsahem soli
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v syrové matrici. Podobnost proteinovych profili vzorki syrt s kulturami CHN19 a F.

Danica vsak byla ptiblizné¢ 80%.

Dendrogram with homelogy coefficient %:5.0 { UPGNA §

100%90% 280% 70% 60% S50% 40% 30% 20% 10%0%
T T T T T T T T T T

BT
5
.: 10

Obr.30 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilii vzorkit po 28 dnech zrani, 3
(Sarze B NS), 5 (Sarze BVS), 7 (sarze D NS), 10 (Sarze D VS)

Z Obrazku 30 vyplyva, ze vzorky téze Sarze s riznym obsahem soli jsou vice nez z 80 %
podobné. Proteinové profily vzorka s odliSnou kulturou jsou si podobné podstatné méné
(ptiblizné z 65 %). Je vSak nutné zminit, Ze na proteinové profily mohou mit vyznamny
vliv také ptitomni zastupci NSLAB, jejichZ mnozstvi v pritbéhu zrani ptirodnich syrt roste
na rozdil od Zivotaschopnych bun€k pochazejicich z Cistych mlékarskych kultur. Tim se
také navySuje mnozstvi proteolytickych enzymi, které jsou schopny hydrolyzovat protei-

novou sit’ [30].

Z Tabulky 8 je zfejmé, Ze po 2 mésicich zrani bylo u malych syrovych blok identifikova-
no 12 — 16 bandt s velikosti 5,89 — 102,83 kDa. Profil vzorkt Sarzi A, B (kultura CHN19)
obsahoval 17 — 18 bandt v rozmezi 6,11 — 102,83 kDa. Profil vzorku Sarzi C, D obsahoval
14 — 15 bandu s velikosti 5,89 — 101,02 kDa.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73
Tab.8 Proteinové profily malych blokit po 56 dnech zrdni, molekulova hmotnost v kDa
Sarze A Sarze B Sarze A Sarze B Sarze C Sarze D Sarze C Sarze D
NS NS VS VS NS NS VS VS
102,83 83,77 84,14 83,77 83,01 81,15 91,88 101,02
84,52 70,06 69,75 69,75 69,43 73,34 78,22 82,26
69,43 61,53 61,74 61,74 61,53 68,50 64,68 68,50
55,43 55,23 55,23 55,63 56,02 61,32 46,89 62,16
50,32 52,35 49,79 55,03 54,64 53,10 31,25 55,82
46,08 49,08 42,73 42,54 38,62 49,96 29,36 47,38
43,00 42,63 38,89 38,97 30,24 42,09 27,94 32,83
39,06 38,89 30,31 33,67 27,47 29,86 25,47 31,18
30,31 31,25 27,57 30,24 25,55 26,98 23,10 29,12
28,83 30,11 25,34 27,42 22,95 25,14 21,19 26,19
27,99 27,47 22,99 25,43 19,31 22,85 19,48 20,69
22,92 25,47 21,89 23,10 17,88 19,40 19,10 18,84
20,85 22,46 19,27 19,61 15,76 15,01 17,16 17,43
19,14 19,10 17,20 17,52 11,02 11,11 15,39 16,14
15,10 17,02 15,34 15,53 5,89 11,06 14,00
11,42 15,10 11,56 11,60
9,17 11,24 9,17 6,11
9,40

Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA §
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Obr.31 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilit vzorkit po 56 dnech zrani, 1
(Sarze A NS), 4 (Sarze AVS), 6 (Sarze C NS), 8 (sarze C VS)

Z dendrogramu (Obrazek 31) vyplyva, Ze po 2 mésicich zrani byl zachovan trend v intenzi-

té proteolyzy v zavislosti na koncentraci soli v proteinové matrici. Opé&t byla pozorovana

vy$si podobnost mezi vzorky s odlisnou kulturou a stejnym obsahem soli. Podobnost pro-
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teinovych profilli vzorki se vSak ve srovnani s odbérem po 28 dnech zrani snizila. Zajima-
vé vysledky predstavuje shluk vytvofeny ze vzorkd s nizsi slanosti a odlisnych kultur (na
Obr. XX vzorky s Cisly 1 a 6). Prestoze vzorky vytvofily samostatny shluk, jejich protei-
nové profily jsou si podobné piiblizné ze 60 %. Diference mezi vzorky pravdépodobné
vyplyva ze skutecnosti, ze odliSné kultury obsahuji kmenove, piip. také druhoveé odlisné

zastupce a daji se tedy charakterizovat rozdilnou proteolytickou aktivitou [29].

Cendrogram with hemelegy coefficient %:5.0 { UPGMA

100590% &0% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%0%
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5

Obr.32 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilii vzorkit po 56 dnech zrani, 2
(Sarze B NS), 5 (sarze BVS), 7 (sarze D NS), 10 (sarze D VS)

I na druhém dendrogramu proteinovych profili po 56 dnech zrani (Obrazek 32) jsou pro-
teinové profily jednotlivych vzorkl rozdilné. Z dendrogramu vyplyvaji zajimavé vysledky,
kdy vzorky s odlisnou kulturou a slanosti vytvotily samostatné shluky. Vzhledem k tomu,
ze se jedna o proteinové profily po 56 dnech zrani je pravdépodobné, Ze NSLAB jiz pie-
vladly nad SLAB a zpusobily rozsahlou proteolyzu. Podle Fox et al. [8] jsou NSLAB tol-
erantnéjsi ke zvySenému obsahu soli, a tudiz mohou zplisobovat intenzivni proteolyzu i ve

vzorcich se zvySenym obsahem soli.
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V Tabulce 9 jsou zaznamenany proteinové profily vzorkl po 3 mésicich zrani. Proteinové

profily obsahovaly 13 — 18 bandti o molekulové hmotnosti 6,09 — 93,75 kDa. U vzorka

Sarzi A, B (kultura CHN19) bylo identifikovano 13 — 17 bandi s molekulovou hmotnosti
od 6,09 — 93,15 kDa. U vzorka Sarzi C, D (F.Danica) bylo rozpoznano 14 — 18 bandi o
velikostech 7,84 — 93,75 kDa.

Tab.9 Proteinové profily malych blokii po 84 dnech zrdni, molekulova hmotnost v kDa

Sarze A Sarze B Sarze A Sarze B Sarze C Sarze D Sarze C Sarze D
NS NS VS VS NS NS VS VS
87,74 92,54 93,15 92,54 92,54 93,75 87,74 88,33
71,70 75,82 78,53 77,43 78,53 78,53 74,76 73,72
59,53 61,17 62,82 61,44 63,10 62,55 60,07 58,18
52,47 43,80 45,40 46,23 47,31 54,75 43,68 50,28
43,92 40,37 41,90 41,19 42,02 46,23 40,25 42,49
39,79 34,39 36,84 36,84 37,07 41,07 34,91 39,10
31,30 31,21 32,41 32,41 32,22 32,13 31,21 30,18
28,51 28,28 28,73 28,69 29,00 28,24 28,01 27,47
19,94 25,69 25,08 24,38 24,33 26,06 23,71 25,60
14,85 23,85 22,48 23,07 22,13 24,23 19,99 23,37
12,34 19,78 20,37 20,47 20,10 22,97 16,41 22,13
8,69 16,80 17,81 17,42 17,92 20,16 12,72 19,73
6,70 14,96 15,63 15,58 12,98 17,97 9,64 18,14
12,55 13,26 13,15 10,72 15,30 8,34 16,75
10,25 9,24 10,87 9,39 12,88 15,30
8,34 6,80 8,94 10,20 12,93
6,09 6,80 10,20
7,84
Dendrogram with homology coefficient %6:5.0 { UPGNA )
100%50% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%0%

2

Obr.33 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilii vzorkii po 84 dnech zrani, 2

(Sarze A NS), 4 (sarze A VS), 6 (sarze C NS), 8 (sarze C VS)
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Také po tfech mésicich zrani je viditelny rozdil v proteinovych profilech jednotlivych
vzorkil syrd, jak je zobrazeno na Obrazcich 33, 34. Vyssi podobnost byla zaznamenéana
mezi vzorky s odlisnymi kulturami a odlisnym obsahem soli, coz do jisté miry potvrzuje
hypotézu o vyznamném vlivu pfitomnosti zastupci NSLAB, ktefi jsou ve srovnani s SLAB
mnohem vice schopni adaptace na zhorSené podminky ve zrajicim syri a mohou se tak v
pozdé&jsich stadiich skladovani vyznamné podilet na procesech zrani. Jejich pfitomnost a

zejména také aktivita tak mize zadsadné prispét také k rozvoji organoleptickych vlastnosti

syru.

Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGHA )

100%90% 80% 70% &0% 30% 40% 30% 20% 10%0%
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Obr.34 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilii vzorkit po 84 dnech zrani, 3
(Sarze B NS), 5 (sarze B VS), 7 (Sarze D NS), 10 (Sarze D VS)

V Tabulce 10 jsou zaznamenany proteinové profily velkych syrovych blokd, které byly
analyzovany po 2 mésicich zrani. V piipadé velkych syrovych bloku byl stanoven protei-
novy profil pro povrchové vrstvy (okraje) a stied bloku zvlast’ (ST — stfed x OK — okraj).
V piipadé bloku sarze V1 (CHN19) bylo identifikovano 14 — 17 bandia s molekulovou
hmotnosti 8,32 az 97,40 kDa. U blokli Sarze V2 (F.Danica) bylo identifikovino mensi
mnozstvi bandd (10 — 14) s molekulovou hmotnosti 6,96 az 94, 81 kDa.
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Tab.10 Proteinové profily velkych blokii po 56 dnech zrani, molekulova hmotnost v kDa
V1 NS V1 NS V1VS V1VS V2 NS V2 NS V2 VS V2 VS
ST OK ST OK ST OK ST OK
93,20 97,40 96,75 97,08 94,81 92,88 93,52 89,03
76,68 78,77 78,17 79,37 78,47 75,51 73,78 70,44
61,41 64,30 65,13 64,30 63,88 61,82 58,17 57,77
54,44 55,21 58,97 45,91 57,77 53,68 54,06 48,32
44,36 45,30 55,21 43,55 45,30 29,56 34,07 42,83
41,40 42,51 45,45 42,43 42,91 24,34 29,99 22,70
32,94 41,56 42,27 35,26 33,46 21,27 27,51 20,15
29,67 33,46 32,87 33,40 31,19 19,21 20,53 16,76
27,47 30,66 30,15 30,78 28,19 14,11 17,07 15,53
25,05 27,93 27,47 28,00 25,45 9,33 15,73 8,77
21,47 25,27 25,52 25,30 21,81 6,96
20,25 21,96 21,84 21,90 20,02
18,73 20,59 20,71 20,51 17,02
8,77 19,45 19,45 19,48 10,52
16,03 16,21 18,37
8,55 8,32 16,60
8,44

Cendrogram with hemelegy coefficient %:5.0 { UPGMA }

100%90% &80% 70% 680% 50%

40% 30% 20% 10%0%

2

10

Obr.35 Dendrogram shlukové analyzy proteinovych profilii velkych blokit po 56 dnech
zrani, 2 (CHN19 NS okraj) 3 (CHN19 NS stied), 4 (CHN19 VS okraj) 5 (CHN19 VS stred),
6 (F.Danica NS okraj), 7 (F.Danica NS stred), 9 (F.Danica VS okraj), 10 (F.Danica VS

stred)
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Dendrogram na Obrazek 35 vyjadiuje podobnost proteinovych profili velkych blokl po 56
dnech zrani. Samostatny shluk vytvofily vzorky s kulturou CHN19. Nebyly pozorovany
vyznamné odliSnosti v proteinovych profilech mezi sttedovou a okrajovou ¢asti vzorku s
kulturou CH19 pochézejicich ze stejného bloku syra (v dendrogramu pod cCisly 2 a 3, mira
podobnosti vice jak 90 %). Vyssi odlisnosti byly pozorovany u vzorkd vysolenych na vyssi
slanost se stejnou kulturou (pod Cisly 4 a 5), avsak proteinové profily vzorkt v zavislosti
na sledovaném segmentu syra a rozdilné slanosti nebyly v ptipadé¢ kultury CH19 vyznamné
odlisné (vzajemna podobnost proteinovych profili z 85 %). Proteinové profily vzorka
s kulturou F. Danica se od sebe odlisovaly. Zcela samostatny shluk vytvofily vzorky z
okraje a stfedu bloku vysoleného na vyssi slanost. Naopak vzorky s niz§i slanosti byly

svymi proteinovymi profily vice ptibuzné k profilim s kulturou CH19.

Ze stanovenych proteinovych profili vyplyva, Ze intenzita proteolyzy se 1iSi nejen
Vv zavislosti na pouzité kultute, obsahu soli a dni odbéru, ale také mezi Sarzemi, mezi bloky
téze Sarze, a dokonce mezi riznymi segmenty téhoz syrového bloku. Rtizna intenzita pro-
teolyzy mezi segmenty téhoz syrového bloku je zptusobena predevsim rozdilnym slozenim
téchto segmentil. Jak 1ze vidét z vysledkli obsahu suSiny, okrajové vrstvy mély vyssi obsah
suSiny nez jadro syrového bloku a ze zpusobu soleni (soleni v solné lazni) 1ze predpokla-
dat, ze zpocCatku zrani maji okrajové vrstvy i vyssi obsah soli nez stfed. Tyto rozdily zpt-
sobuji riznou intenzitu proteolyzy, a tim 1 rozdilné proteinové profily. Tato skutecnost je
v souladu s Pachlova et al. [49], autorka ve své praci sleduje intenzitu proteolyzy mezi
riznymi segmenty téhoz syrového bloku. Ze zjisténych vysledka Ize tedy konstatovat, Ze
obsah soli miize mit zasadni vliv na probihajici proteolyzu a to pravdépodobné také v za-

vislosti na sledovaném segmentu syra.
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na vliv obsahu soli na vlastnosti a zrani ptirodnich syrt
v priabé¢hu 84denniho skladovaciho experimentu. Z tohoto divodu byla v teoretické ¢asti
vénovana pozornost vyrobé polotvrdych syri holandského typu s diirazem na soleni a zrani

syri. Podrobnéji je rozveden vliv soli na vlastnosti syrti a ptedev§im na biochemické pro-

cesy béhem zrani syrt.

Praktickéd cast prace zahrnovala vyrobu modelovych vzorkl polotvrdych syrd s riznym
obsahem soli. Dil¢im tkolem bylo optimalizovat pouziti nové zakoupené odsttedivky a
pasteracniho zafizeni. Posléze byl zalozen tfimésicni zraci experiment, béhem néhoz byly
vzorky postupné odebirany k analyzam. V pribéhu zrani byla provadéna zakladni chemic-
ka analyza (pH, obsah susiny, obsah soli), texturni profilova analyza, analyza obsahu vol-
nych aminokyselin a biogennich aminti a pomoci SDS-PAGE byly stanovovany proteinové

profily vzorka.

Z vysledkl ziskanych béhem skladovaciho experimentu lze usoudit, Ze obsah soli ma vy-
znamny vliv na priabéh biochemickych pochodt béhem zrani syrt, kde u syri holandského

typu se jedna predevsim o proteolyzu.
Z experimentu vyplynuly tyto vysledky:

e soleni v solné lazni ma vyznamny vliv na obsah su$iny v syrovych blocich a v je-
jich lokalizovanych segmentech (rozdily jsou patrné zejména mezi okrajovymi a
sttedovymi ¢astmi syrovych bloki),

e soleni a s nim souvisejici obsah suSiny se projevily V tvrdosti syrovych bloki,

e mezi hodnotami pH ve vzorcich s riznym obsahem soli nebyl pozorovan jedno-
znacny trend,

e byla sledovana inhibice vzniku volnych aminokyselin ve vzorcich se zvySenym ob-
sahem soli,

e Ve vzorcich se zvySenym obsahem soli byla inhibovana také produkce biogennich
amint,

e U velkych blokl byl prokazan vys$si obsah biogennich amini v okrajovych ¢astech

syrového bloku.
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Z prubehu a vysledkl experimentu je mozné vyvodit nasledujici doporucent:

Vzhledem k pomérné dlouhé dob¢ pasterace vétsiho objemu mléka pomoci labora-
torniho pasteracniho zafizeni je tieba zajistit okamzité zchlazeni a uchovani paste-
rovaného mléka pii nizkych teplotach.

Pro zevrubngjsi sledovani vlivu obsahu soli na hodnoty pH by bylo vhodné pouzit
malé syrové bloky (modelové vzorky), jejichz pH by bylo sledovano Vv kratkych ca-

sovych intervalech v pribéhu prvnich né¢kolika dnii zrani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK Aminokyseliny

BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni

FAA Free amino acids (volné aminokyseliny)
GMO Geneticky modifikovany organismus

MK Mastné kyseliny

NS Nizsi slanost

NSLAB Non-starterové bakterie mlééného kvaseni
SLAB Starterové bakterie mlé€ného kvaseni

VS Vyssi slanost
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PRILOHA PI: SPECIFIKACE POUZITYCH KULTUR

Obé kultury pochazi od dodavatele CHR HANSEN.

CHN19

Mezofilni aromaticka kultura, typ LD.
Kultura obsahuje smés kmenti: Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis, Leuconostoc mesenteorides subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. di-

acetylactis. Kultura vytvaii aroma a oxid uhli¢ity CO,,.

Kultura je dodavana lyofilizovana, v granulované formé.

Flora Danica
Mezofilni aromaticka kultura, typ LD.

Kulturu tvofi smés kment: Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc, Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. Kultura vytvaii

aroma a CO2.

Kultura je dodavana lyofilizovana, v granulované formé.



PRILOHA P II: ELUCNI PROGRAMY

Stanoveni FAA

(vlnova délka 254nm, t = 30 °C, pratok 0,45 ml/ min., kolona Agilent Eclipse Plus C18
RRHD o rozmérech 3 x 50 mm)

Tirre [rmin] Colunm T[T] Buffer Nr. AA Cormand  Note State  Duration [min]
0.00 40 1 Inject 285 Running3.00
3.00 40 2 Zero Waiting 3.00
6.00 40 2 None 2,95 Waiting 25.00
31.00 40 2 None Waiting 16.00
47.00 E5 3 MNone 350 Waiting 18.00
65.00 65 3 None Waiting 19.00
84.00 74 4 None 4,05 Waiting 18.00
102.00 74 5 None 4,65 Waiting 2.00
104.00 4 5 Zero Waiting 23.00
127.00 74 5 MNone Waiting 33.00
160.00 74 5 StartEquil Waiting 19.00
179.00 74 6 MNone 0,3M Likiting 6.00
185.00 74 6 H20 Waiting 12.00
197.00 1] 1 None Waiting 0.20
197.20 60 1 H20 Waiting 14.80
212.00 45 1 NHD Waiting 2.00
214.00 ] 1 MNone Waiting 11.00

Stanoveni biogennich amini

(vIn. délka= 254 nm, t=30°C, prutok = 0,45ml/min, kolona: Agilent Eclipse Plus C18
RRHD a rozméry 3,0 x 50 mm)

¢as [min] | 10% ACN | 100% ACN
0 39 61

0,1 39 61

1,4 30 70

3,5 17 83

4 0 100

9,5 0 100

11,5 39 61

15,5 39 61




PRILOHA P III: ROZTOKY POUZITE PRI SDS-PAGE
Tris pufr pro separaéni gel (pH 8,8)

e Tris18,15¢g

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

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

Tris pufr pro koncentra¢ni gel (pH 6,8)

e Tris6,0g

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

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

Elektrodovy pufr

e El pufr dle Laemliho 100 ml

e Deionizovana voda 900 ml
Elektrodovy pufr dle Laemliho 10x koncentrovany (SERVA) pied pouzitim doplnit

deionizovanou vodou do pozadované¢ho objemu v poméru 1:9.

30% roztok akrylamidu

e Akrylamid 29,2 g
e N,N’-methylen-bisakrylamid 0,8 g

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovavat pti 4 °C v tmavé 1ahvi. Ob¢ latky jsou

toxické, pii ptiprave roztoku je nutno pouzit rukavice.



Vzorkovy pufr

e 0,062 M Tris-HCI 0,0977 g
e 5% Merkaptoetanol 0,5 g
e 10% Glycerol 1,0 g

e Bromfenolova modf 0,01 g

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

Fixac¢ni roztok

e 10% kyselina trichloroctova 50 g

e Deionizovana voda 100 ml

Rozpustit a doplnit deionizovanou vodou do 1 I.

Barvici roztok

e 0,25% Coomassie Blue R-250 v 50% (v/v) metanolu a 10% (v/v) kyseliné octové
e 0,25% Coomassie Blue R-250 1,25 g
e Metanol 250 ml

e Kyselina octova 50 ml

Doplnit deionizovanou vodou do 500 ml.

Odbarvovaci roztok

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

e Kyselina octova 100 ml

Doplnit deionizovanou vodou do 1 I.



PRILOHA P IV: SPECIFIKACE LAEMMLIHO PUFRU

SERVA

Electrophoresis

ANALYSENZERTIFIKAT
CERTIFICATE OF ANALYSIS

,Laemmli* Puffer 10x Kat.Nr./Cat.No. : 42556

,Laemmli* Buffer 10x Lot/Contr.No. : P120359

Parameter Spezifikation Ergebnis

parameter specification result

Aussehen klare farblose Losung entspricht

appearance clear colorless solution corresponds

pH 8.4-8.9 8.7

Zusammensetzung

composition

TRIS (# 37180) 0.25M entspricht
corresponds

Glycin / Glycine (# 23390) 1.92M entspricht
corresponds

SDS (# 20763) 1 % entspricht
corresponds

Mindesthaltbarkeit 10/2013

minimum shelf life

Lagerung (°C) +15 bis/ to +30
storage

Die Eignung des Produktes fiir spezielle Anwendungszwecke wird nicht zugesichert.

Dieses Dokument entbindet nicht von einer brancheniiblichen Eingangskontrolle.

We do not guarantee that the product can be used for a special application.

This document does not release you from performing the standard control upon receipt of incoming goods.
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