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ABSTRAKT

Tato prace byla zamétena na sledovani zmén obsahu volnych aminokyselin v priabéhu zra-
ni mékkych syrt s plisni na povrchu. Sledoval se obsah volnych aminokyselin pomoci au-
tomatického analyzatoru aminokyselin — AAA400 a proteinovy profil metodou SDS-
PAGE. Analyzovany byly modelové vzorky s vybranymi kmeny P. nalgiovensis a P. ca-
memberti v priabéhu jejich zrani. Vzorky naockované P.camemberti slouzily jako srovna-
vaci standardy. Teoreticka Cast prace je vénovana stru¢nému popisu zakladnich slozek
mléka jako hlavni suroviny pro vyrobu syri. Dale zde byly popsany obecné rysy technolo-
gie vyroby syra s plisni na povrchu a biochemické reakce probihajici v syrech béhem je-
jich zrani. Je zde také popsana biochemicka aktivita plisni Penicillium camemberti a Peni-
cillium nalgiovensis. Na zakladé teoretické Casti a vysledkt praktické ¢asti byli vybrani
zastupci P.nalgiovensis, jejichZ proteolyticka aktivita byla podobna s aktivitou P. camem-

berti.

Klicova slova: P.camemberti, P.nalgiovensis, SDS-PAGE, aminokyselina

ABSTRACT

The work thesis deals with changes of free amino acids content during ripening of soft
cheese covered by white mould. Free amino acids content analyzed using Amino Acid
Analyzer — AAA 400 and protein profile was observed using SDS-PAGE. Model samples
with selected strains of P.nalgiovensis and P.camemberti were observed during ripening
period. Products with P.camemberti were control samples. Theoretic part is focused on
short characterization of component of milk as a raw material for cheeses production. Mo-
reover, general properties of soft cheese covered by white mould were mentioned and bio-
chemical reaction during the ripening in cheeses were describe. Biochemical activity of
mould Penicillium nalgiovensis and Penicillium camemberti is also described. Samples of
P.nalgiovensis whose proteolytic activity was similar to activity of P.camemberti were

chosen.

Keywords: P.camemberti, P.nalgiovense, SDS-PAGE, amino acid
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UvVOoD

Mlécné vyrobky jsou dnes nedilnou souc¢ésti naSeho jidelnicku. Zatimco v davnych dobach
to bylo pouze ml¢ko, které doplnovalo zakladni stravu, pozdéji se diky empirickym zkuSe-
nostem, novym objeviim a nutnosti konzervace rozvinul i mlékarensky pramysl, ktery
zpracovaval mléko na rizné produkty. Tyto produkty pak mohly byt vyuzivany bud’ jako
vedlejsi nebo hlavni ¢ast pokrmi. Nedilnou soucast mlékarenského primyslu dnes tvoii i
mekké syry s plisni na povrchu. Jejich sortiment je velice rozmanity, piesto se odbornici

snazi hledat stale nové variace téchto syra.

Tato prace je zamétfena na sledovani zmén obsahu volnych aminokyselin a proteinového
profilu v pribéhu zrani mékkych syri s plisni na povrchu. Vysledky této diplomové prace
mohou prispét k oziveni historicky zndmé vyroby Nalzovského syra za pouziti tradi¢ni
plisiové kultury Penicillium nalgiovensis, ¢imz by mohlo dojit k rozsifeni dne$niho sorti-

mentu syrt s plisni na povrchu.

Teoreticka ¢ast prace je v€novana struénému popisu zakladnich slozek mléka jako hlavni
suroviny pro vyrobu syrt. Déle zde byly popsany obecné rysy technologie vyroby syra
s plisni na povrchu a stru¢né charakterizovany biochemické reakce probihajici v syrech
behem jejich zrani. Je zde také struné popsana biochemicka aktivita plisni Penicillium
camemberti a Penicillium nalgiovensis. P.camemberti je uslechtila pliseni, vyuzivana bézné

pro vyrobu meékkych syri s plisni na povrchu.

Praktické ¢ast zahrnuje metodiku, kde je uveden ptehled kultur pouzitych na jednotlivych
vzorcich (8 kment P.nalgiovensis a 2 kmeny P.camemberti), dale pak metoda stanoveni
volnych aminokyselin a postup, kterym byl sledovan proteinovy profil. Vzorky naockova-
né P.camemberti slouzily jako srovnavaci standardy, s nimiz se porovnavaly vzorky naoc-
kované kmeny P.nalgiovensis. Struén¢ je zde popsan zptisob vyhodnoceni vysledkl stano-
veni. Ve vysledkové ¢asti jsou uvedeny vysledky regresni a korelacni analyzy stanoveni

celkového obsahu volnych aminokyselin ve vzorcich a také vysledky proteinového profilu.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 MLEKO - ZAKLADNI SUROVINA

MlIéko je komplexni zdroj zivin véetné bilkovin, sacharidi, lipidii, vitaminl a mineralnich
latek. Je to nenahraditelny zdroj téchto latek pro kojence, ale i dilezita soucast stravy pro
dospivajici, dospé€lé, staré a nemocné lidi. Mlékem se nazyva tekuty sekret mlécné zlazy

savcu. Kravské mléko obsahuje primérné 88 % vody a 12 % suSiny. [/1, 17]

1.1 Bilkoviny mléka

Bilkoviny tvofi zakladni soucasti bunécnych struktur, mezibunécnych tkani, hormonti a
enzymi. Zivy organismus je pfijima v potravé ve formé Zivo¢isnych nebo rostlinnych bil-
kovin, trvale pfestavuje jejich strukturu a obnovuje je. Minimalni denni potteba proteinti je
u dospélého c¢loveéka asi 0,5 az 0,6 g plnohodnotného proteinu na jeden kilogram télesné
hmotnosti. Optimalni potfeba je o néco vyssi, protoze ne vSechny aminokyseliny jsou vzdy
pritomny v optimalnim mnoZzstvi a poméru. Nej€astéji se proto doporucuje piijem dle [39]

1,0—1,3 gkg™. [16, 39, 41]

Dusikaté latky jsou nejkomplexnéjsi slozkou mléka, urcuji zakladni fyzikalné-chemické
vlastnosti mléka a spoluurcuji nutricni hodnotu mléka. Dusikaté latky se déli na Cisté bil-
koviny a nebilkovinné dusikaté latky. Cisté bilkoviny dale délime na kasein a syrovatkové
bilkoviny, neboli bilkoviny mlécného séra. Mezi ostatni dusikaté latky patfi mocovina,
amoniak, kreatin, kyselina moc¢ova, lipoproteiny, enzymy a dal§i. Obsah bilkovin v mléce
kolisa dle [4/] v rozmezi 2,8 — 3,5 %, vétSinou vSak kolisa od 3,1 % do 3,4 %. Zavisi
zejména na plemenu dojnic a jejich zdravotnim stavu. Mén¢ je ovliviiovan zplisobem kr-

meni.

Kaseiny obvykle tvoii asi 80 % vSech mlé¢nych bilkovin. Stejné jako vétSina proteint
obsahuji kaseiny vSechny esencialni aminokyseliny. Z hlediska jejich kvantitativniho za-
stoupeni je zvlaSté cenny pro vysoky obsah lysinu a nepolérnich aminokyselin (prolin,
valin, leucin, isoleucin, fenylalanin, tyrosin). V deficitu se nachdzi sirné aminokyseliny,

dominantni aminokyselinou je glutamova kyselina, jejiz obsah je dle [/9] vice nez 22 %.

Kasein neni tvofen pouze jednim typem molekul, ale existuje fada rznych variant, které se

od sebe 1i$i chemickou strukturou a vlastnostmi.

Mezi frakce kaseinu fadime og;-kasein, jehoz obsah v mléce je pfiblizné 12 — 15 g.I”', coz

je asi 40 % kaseinu. Obsahuje 199 aminokyselin o molekulové hmotnosti 23,6 kDa. V fe-
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tézci obsahuje 17 prolinovych zbytkt, které jsou rovnomérné distribuovany a také 8 fosfo-
serinovych zbytkl, které zptsobuji hydrofilnost fetézce v polohdch 43 az 80. Tato frakce
kaseinu tvofi 1 s malou koncentraci vapenatych ionti nerozpustnou stl. Isoelektricky bod

asi-kaseinu je pii pH 4,92 — 5,35.

Dalsi frakci je os-kasein. Jeho obsah je 3 — 4 g.I”', coz predstavuje asi 10 % kaseinu. Ob-
sahuje 207 aminokyselin o molekulové hmotnosti 25,5 kDa. Prolinovych zbytkli obsahuje
10 a tyto jsou nerovnomérné distribuovany. Fosfoserinovych zbytku je 11.Tato frakce neni

tak citliva na pfitomnost vapenatych iontl jako as;-kasein.

Obsah B-kaseinu v mléce je 9 — 11 g.I”', coz je asi 35 % kaseinu. Je sloZen z 209 aminoky-
selin o molekulové hmotnosti 24,0 kDa. Isoelektricky bod je pii pH 5,20 — 5,85. Obsahuje
35 prolinovych zbytkii a 5 fosfoserinovych zbytkti. Kyselina fosfore¢na je lokalizovana
v polohéch 1 az 20. S vapenatymi ionty tvoii rozpustné soli pii teplotach pod 1 °C, pfi vys-
Sich teplotach tvoii nerozpustnou siil. Plisobenim proteolytickych enzymii (zejména plas-
minu) jsou odstépovany y-kaseiny, kterych je 3 — 10 %. Dle obsahu zbytkd aminokyselin z
B-kaseinu rozdélujeme y-kaseiny na vy;-kaseiny (zbytek 29 — 209 AMK, molekulova hmot-
nost 20,5 kDa), proteoso-peptony (zbytek 1 — 28 AMK), y,-kaseiny (zbytek 106 — 209
AMK, molekulova hmotnost 11,8 kDa) a ys;-kaseiny (108 — 209 AMK, molekulovd hmot-
nost 11,6 kDa).

V neposledni fad¢ existuje varianta kaseinu zvand k-kasein. Zastoupeni této frakce je 2 — 4
g1, coz predstavuje asi 12 % kaseinu. Osahuje 169 aminokyselin o molekulové hmotnosti
19,0 kDa. Isoelektricky bod je pii pH 5,37. Obsahuje 20 prolinovych zbytkii a pouze jednu
fosfoserinovou skupinu, coZ mé za nasledek malou citlivost k vapenatym iontim, s nimiz
tvofi rozpustné soli. Tim, Ze se k-kasein nachazi v povrchové vrstvé micely a navic neni
citlivy na vapenaté ionty, tak plni funkci ochranného koloidu, tedy stabilizuje ostatni frak-
ce kaseinu. Velky vyznam nabyvé x-kasein pii sladkém sraZeni. Plisobenim proteolytic-
kych enzymu se $tépi mezi 105 a 106 aminokyselinou, tedy mezi fenylalaninem a methio-
ninem. Takto hydrolyzovany k-kasein neni schopen plnit funkci ochranného koloidu, coz
ma za nasledek vznik syfeniny. Pfi tomto Stépeni vznikaji dvé frakce k-kaseinu. Para-x-
kasein (zbytek obsahujici 1 — 105 AMK) je hydrofobni a zlstava tedy s ostatnimi vysraze-
nymi frakcemi a k-kaseinmakropeptid (zbytek obsahujici 106 — 169 AMK) je hydrofilni a
odchazi do syrovatky.
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Sérové bilkoviny se nachdzi v mléce v mnozstvi cca 20 % cistych bilkovin. Jsou termola-
bilni, coZ znamena, Ze pii tepelném oSetfeni mléka nad 60 — 70 °C, na rozdil od kaseinu,

denaturuji.

Zastoupen je o-laktalbumin, ktery tvoii asi 25 % sérovych proteinti. Obsahuje 162 amino-
kyselin o molekulové hmotnosti 18 kDa. Isoelektricky od je pii pH 5,35 — 5,41. Je velmi

termolabilni.

B-laktoglobulin tvoti asi 50 % sérovych proteint, feté¢zec obsahuje 123 aminokyselin o

molekulové hmotnosti 14 kDa. Isoelektricky bod je pti pH 4,2 — 4,5.

Sérumalbumin je slozen z 582 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost je 66 kDa. Zvy-

Sené hladiny tohoto proteinu je mozné sledovat u dojnic se zanétlivym onemocnénim.

Imunoglobuliny jsou minoritni vysokomolekuldrni globularni glykoproteiny zajistujici
pfenos imunity z matky na mladé. U zdravych dojnic je koncentrace velmi nizka, vysoky

obsah je typicky pro kolostrum.

Proteoso-peptony jsou nizkomolekuldrni proteiny obsahujici fosfor. Molekulova hmotnost

se pohybuje v rozmezi 4 — 41 kDa. [10, 17, 19, 36, 39, 49]

1.2 Ostatni slozky mléka

Tuk je v mléce dispergovan ve formé tukovych kulicek, nepolarni triacylglyceroly (99 %
mlécného tuku) jsou obklopeny vrstvou povrchové aktivnich latek, pfedevsim fosfolipida a
membranovych lipoproteinti. V pfirozeném pH mléka nesou membranové bilkoviny nega-
tivni naboj a hydratacni obal, ktery zabrafnuje spojovani tukovych kuli¢ek a slévani mléc-
ného tuku. Lipidy obsahuji pfedevsim nasycené mastné kyseliny (az 75 %) zejména kyse-
linu myristovou, palmitovou a stearovou. V men$i mife zde najdeme také nenasycené
mastné kyseliny z nichz je dominantni kyselina olejova. Slozeni mlé¢ného tuku a tim i jeho
vlastnosti se méni. Zmény jsou do znacné miry zavislé na slozeni krmiva pro dojnice, které
toto mléko produkuji. Pfi zeleném krmeni a pastvé, tedy v letnich mésicich, je mléény tuk
meékci, vlacngjsi, roztiratelngjsi. V zimé je tomu naopak. Obdobné se méni i barva mlécné-
ho tuku. V 1ét€ obsahuje mlécny tuk vice karotentl, takze ma zIutéjsi barvu nez v zim¢, kdy
je karotenil v krmeni dojnic a tim 1 v mléce méné. Mlécny tuk ma vysokou schopnost pohl-

covat a zachovavat si rizné pachy ze svého okoli, coz mize n¢kdy vyrazné ovlivnit chut’ a
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vuni mlééného vyrobku. Primérny obsah tuku v syrovém kravském mléce se v soucasné

dobé¢ pohybuje dle [47] v rozmezi 3,9 — 4,2 %.

Mlécny cukr - laktosa je disacharid tvoieny D-glukosou a D-galaktosou spojené B (1—4)
glykosidickou vazbou. Laktosa se tvoti v mlécné zlaze, dodava mléku nasladlou chut a je
zdrojem energie. Prestoze sladivost laktosy je vyrazné nizs§i nez u sacharosy ma laktosa
stejny energeticky obsah jako jiné cukry. Laktosa je substratem pro rozvoj fady bakterii,
kterému je zapotiebi na jedné stran¢ zabranit, v piipad¢ fermentovanych mlécnych vyrob-
ka a syri je ovSem vyuziti laktosy bakteriemi mlééného kvaseni zdkladnim technologic-
kym procesem. Obsah laktosy je pomérné stabilni, kolisé dle [47] v rozmezi od 4,6 % do
4,9 %, niz8i hodnoty se vyskytuji pouze u dojnic postizenych zadnétem vemene. Kromée
laktosy se v mléce vyskytuje v malém mnozstvi glukosa, galaktosa, N-acetylneuraminova

kyselina, N-acetyl-D-glukosamin, N-acetyl-D-galaktosamin a dalsi.

Mineralni latky jsou pfitomny v rizné forme (v roztoku, v koloidni formé, vazany na sloz-
ky mléka). Vyznamné jsou z hlediska vyzivy, udrzeni acidobazickych a osmotickych rov-
novah v mléce, aktivuji nekteré enzymy. Z technologického hlediska je nejvyznamné;jsi
obsah a formy vapniku v mléce, protoze aktivita Ca*" vyznamn¢ ovliviiuje koloidni stabili-
tu kaseinu, tedy jednak termostabilitu mléka a jednak sladké srazeni mléka a vlastnosti
syfeniny pii vyrob¢ syrti. Obsah mineralnich latek v syrovém mléce se pohybuje dle [47]
v rozmezi 0,7 — 0,8 %. Zastoupeni jednotlivych prvki (oxidd, soli) v popelovindch syrové-
ho kravského mléka je uvedeno v nasledujici tabulce [4/]. Matetské mléko obsahuje mine-
ralnich latek méné¢, ptiblizn€ jednu tietinu.

Tab.1 — Slozeni popelovin kravského mléka v g na 100 g mléka [41]

Sloudenina K,0O Na,O CaO MgO Fe,04 Cl P,0;s SO3
Obsah [g/100g] | 0,178 | 0,097 | 0,167 | 0,023 0,002 | 0,137 | 0,191 0,003

MlIéko je prakticky jediny zdroj vitaminll pro sajici mlad’ata. Vitaminy skupiny A, D a E
jsou rozpustény v mlééném tuku, vitaminy skupiny B a vitamin C pak v plazmé mléka.
Obsah vitaminl v mléce a mléénych vyrobcich kolisa podle ptivodu mléka a zptsobu kr-
meni dojnic a také v navaznosti na pouzité technologie pti zpracovani mléka na mlécné
vyrobky. Zejména vitaminy rozpustné v mlééném tuku jsou z pohledu vyzivy velmi vy-

znamné. Obsah vitaminu C je z vyzivového hlediska prakticky zanedbatelny, proto nelze
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mlécné vyrobky zahrnovat do vyznamnéjSich zdroji tohoto vitaminu. Vyznam ale nabyva

jako antioxidant, protoze chrani folaty pted oxidaci.

V mléce je znacné mnozstvi enzymu. Nékteré jsou syntetizovany v mlécné Zlaze, jiné pie-
chazi z krve dojnice a nékteré se mohou dostat do mléka z kontaminujici mikroflory. Vy-

znamn¢é enzymy jsou laktoperoxidasy, lipasy, fosfatasy, proteasy, amylasy, lysozym.

V mléce se nachdzi také hormony. Jednd se o produkty zl4z s vnitini sekreci. Katalyzuji a

fidi metabolické pochody v organismu. [17, 19, 27, 35, 41]

1.3 Vlastnosti syrového mléka

Specifickd hmotnost mléka se obvykle pohybuje v rozmezi 1,028 — 1,032 g.cm™ [14]. Za-
visi na obsahu zdkladnich slozek. S rostoucim obsahem tuku se snizuje a s rostoucim obsa-
hem bilkovin, laktosy a mineralnich latek se zvySuje. Vyrazna zména specifické hmotnosti
mize ukazovat na ptidavek vody, zhorSeni zdravotniho stavu dojnic, ¢i rizné dietetické

poruchy.

Bod mrznuti mléka je relativné konstantni. Pfedepsand hodnota je < - 0,520 °C [/4]. Po-

kles ve srovnani s vodou zptsobuje zejména obsah laktosy a rozpusténé soli.
U mléka a mlécnych vyrobku se kyselost vyjadfuje jako titracni a aktivni.

Titraéni kyselost vyjadiuje spotiebu 0,25 mol.I"" NaOH pottebného k neutralizaci kysele
reagujicich latek v 100 ml vzorku na indikator fenolftalein. V CR se povaZuje za normélni
stav rozmezi 6,2 — 7,8 °SH [/4]. Miize mirn¢ kolisat a to u jedné dojnice v riaznych dnech.
Ke konci laktace byva nizsi. Kyselost mléka je podminéna ptitomnosti bilkovin, fosfatd,
citrati a CO,, proto mirné zvySeni ithned po nadojeni neni disledek ptitomnosti kyseliny
mlécné.

Aktivni kyselost je zaporn¢ dekadicky logaritmus oxoniovych iontti. U Cerstvé nadojeného
mléka je pH obecné 6,4 — 6,8 [14]. Stanoveni pH u Cerstvé nadojeného mléka nemusi vSak
byt vzdy nejlepsim méfitkem hodnoceni mléka. Mléko ma pufracni schopnost, ¢ili schop-
nost eliminovat vliv malych pfidavkl kyselin nebo zdsad na pH. Proto prostfednictvim pH
nedetekujeme prvni stadia rozkladu laktosy na kyselinu a titra¢ni kyselost je tedy vhodné;j-
Sim ukazatelem cerstvosti mléka. Bez pufracni schopnosti mléka by vétSina mikroorganis-

mu odumiela, protoZze nemusi snaset vysokou aktualni kyselost.
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Kysaci schopnost mléka je schopnost tvorby kyseliny mlécné z laktosy a to bakteriemi
mlécného kvaseni. Bakterie mlééného kvaseni jsou velmi citlivé na vnéjsi podminky. Rust
téchto baktérii miize byt inhibovan ptirozenymi inhibitory jako imunoglobuliny, lysozy-
mem a dal$i. V mléce se mohou vyskytovat také cizorod¢ inhibi¢ni latky jako rezidua Cis-
ticich a dezinfek¢nich prosttedki, rezidua chemickych ptipravkl z krmiv, rezidua ochran-
nych prostfedkt rostlin a rezidua veterinarnich 1é¢iv. Mléko obsahujici rezidua inhibi¢nich

latek je nutné vyradit ze zpracovani.

Syfitelnost je schopnost mléka srazet se syfidlem a tvofit syfeninu pozadovanych vlastnos-
ti. Je zakladni kritérium jakosti mléka pro syraiskou technologii. Syfitelnost ovliviiuje ob-

sah kaseinu, zastoupeni frakci, obsah a formy vapniku a fosforu, pH mléka, teplota a jiné.

Termostabilita mléka je schopnost mléka, resp.kaseinu, zachovat si své ptivodni koloidni
vlastnosti pfi plisobeni vysokych teplot. Udava se jako Cas pottebny k dosazeni pocatku
koagulace pii urcité teploté. Termostabilita mléka zavisi na celé fad¢ faktori, které vyply-
vaji jak z chemického slozeni mléka, tak z podminek zpracovani mléka. Rozhodujicim
faktorem je aktivni kyselost mléka. Obvykle méa mléko optimalni termostabilitu pti pH 6,5
— 6,6 [27]. Pod touto hodnotou termostabilita prudce klesa a pii pH 6,2 mléko koaguluje jiz
pii 70 — 80 °C. MlI€ko s dobrou termostabilitou koaguluje pii 140 °C po vice nez 20 mi-
nut[27].

Mléko ma malé povrchové napéti. Jedna se o energii potienou k vytvotreni co nejmensiho
povrchu kapaliny. U mléka pti 20 °C ¢ini cca 47.10° N.m™". Chlazenim povrchové napéti
klesa. Tim, ze ma mléko malé povrchové napéti, snadnéji pronikd do skulin a pori a je
obtizné jej vytésnit, proto se pouzivaji alkalické prostfedky s relativné vys$Sim povrchovym

nap&tim.

Mezi zékladni senzorické vlastnosti mléka patii zejména chut. Chut’ mléka je mirn¢ na-
sladla, coz je zptusobeno laktosou. Chut’ ovliviiuje také obsah tuku a fosfolipidi. Mléko
nema zadnou zvlastni vyraznou vini, snadno pfijima cizi pachy z prostfedi, proto je nutno
dasledné dodrzovat hygienu pfi ziskavani a manipulaci s mlékem. Barva mléka je nepru-
hledn¢ bila v disledku tukovych kuli¢ek a micelarniho kaseinu. Intenzita slabé krémového
odstinu je ddna obsahem karotenoidli a riboflavinu. Samotny riboflavin dava nazelenalou
barvu, coz je charakteristické pro syrovatku. Konzistence mléka je ddna vysokym obsahem

vody. [14, 27, 36, 37, 38]
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2 STRUCNA HISTORIE SYRARSTVI

Syr je obecny nazev pro skupinu mléénych vyrobki produkovanych po celém svété
ve velké rozmanitosti viini, chuti 1 struktury. Nikdo vlastné doopravdy nevi, kdy a kde byl
syr poprvé vyroben. Pravdépodobné byla vyroba syrti zavedena v riznych oblastech sou-
casné. Vime, ze ovce zdomacnély asi pied dvandcti tisici lety a kravy se chovaly uz ve
starovekém Egypté. Je mozné predpokladat, ze syr nasledoval brzy poté, co se tato zvitata

zacala chovat pro mléko.

Mléko se skladovalo v kozenych vacich, v hlinénych nebo dfevénych nadobach. Protoze
bylo obtizné udrzet tyto nadoby cisté, mléko rychle kyslo a vzniklé tvarohy mély velmi
omezenou trvanlivost. Bylo pravdépodobné také zjisténo, Ze trvanlivost tvarohli by mohla
byt prodlouzena susenim ¢i ptidavkem soli (naptiklad Feta syr, dnes rozsifeny hlavné

na Balkanu a Blizkém vychodu, kde je teplota okoli relativné vysoka).

Pouziti sytidla pro srazeni mléka bez kysnuti znamenalo ve vyrob¢ syrii veliky krok kupte-
du. Bylo pozorovano, ze zaludky mladych zabijenych zvifat savct ¢asto obsahovaly tvaro-
hy, zvlasté kdyz byla zvifata kojena kratce pied zabijenim. Za dob Rimani se v Evropé
ptidaly k pouzivani syfidla formovaci a lisovaci techniky a zakladni proces vyroby syri

byl v podstaté¢ stejny jako dnes.

Rimsti vojaci dostavali pravidelny piidél syra spolu s ostatnimi poZivatinami, jako byl
chleba, vino a stl. Sifeni riiznych variant syrti bylo tedy prostfednictvim pohybu fimskych
armad, migrace narodi skrz Evropu po padu Rimské fise a meziklasterni pohyb mnichi.
Syr byl velmi dalezity béhem postnich dni, kdy bylo zakézano jist maso. Jednotlivé fady a
cirkevni instituce vyrabély mnoho riznych druhti syrti, snad aby zpesttily svou casto jed-
notvarnou dietu. Cela fada dnes velmi zndmych syrti byla v minulosti spojovana s néjakym
klasterem. Je to naptiklad Wensleydale nebo Pont 1"Eveque. Od pozdniho stfedovéku az do
konce devatenactého stoleti se vyroba syra v fadé evropskych zemi postupné charakteris-
tickym zptisobem rozvijela. Tvrdé syry pievazovaly v horach ve Svycarsku a na zvinénych

planich v Britanii, zatimco mek¢i syry se staly specialitou Francie.

S rozvojem obchodu a ristem populace se syr stal vysoce zddanou a ekonomicky diilezitou

komoditou. [10, 44]
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3 TECHNOLOGIE VYROBY SYRA S PLiSNI NA POVRCHU

V nésledujicich kapitolach je uveden piehled vybranych syrt s plisni na povrchu, které 1ze

najit na evropském trhu a obecné rysy technologie vyroby téchto syra.

3.1 Piehled syri s plisni na povrchu

Tato kapitola je zamétfena na stru¢nou charakteristiku nekterych syri s plisni na povrchu,
které jsou vyrabény témeét po celém svété. Jak vyplyne z textu, vétSina uvedenych syrii

pochazi z Francie.

Bavorsky modry (Bavorsko, Némecko) — tento velmi oblibeny syr je moderni kiiZenec.

Kombinuje bilou pisiiovou kiiru camembertu s modrymi Zilkami gorgonzoly. A nejznamé;-
$1 znacka nese skute¢né jméno obou syrt, Cambozola. U nds se 1ze setkat s obdobou tohoto

syra pod nazvem Vltavin.

Bonchester (Skotsko) — tento mekky vyrazny syr je jednim z mala britskych syrt, ktery si
ziskal certifikat oznaceni pivodu v Evropské unii (PDO - Protected Designation of Ori-
gin). Vyrabi se jako malé, nizké, oblé kotouce s bilou kilirou, na niz se n¢kdy tvofi nepftilis
cetné skvrnky. Zraly syr ma maslové aroma jako kondenzované mléko a ptichut’ v ustech
dozniva po sladké smetan€. Jinou variantou tohoto syra je tzv. Teviotdale, ktery se vyrabi

lisovanim ¢tyt syrtt Bonchester dohromady.

Brie (Severozapadni Francie) — je jeden z mnoha francouzskych syrt. Brie je region lezici
na jihovychod od Patize, kde se vyrabi mnoho druhi syra s plisni na povrchu. Existuje
obycejny syr brie, ktery neni chranény a smi se vyrabéet vSude. Dnes se jako pravé uznévaji
pouze syry Brie z Meaux a Brie z Melunu. Oba byly vzdy chranény francouzskymi zékony
na ochranu pivodu (nyni PDO). Vyzraly Brie de Melun se nazyva Brie de Melun Affine,
velmi mlady se pak nazyva Brie de Melun Frais. Dunbarra je Irsky mékky syr s bilou
ktirou a krémovou konzistenci. Je tuz§i a méné vyrazny nez syr Brie. Somerset Brie je
uslechtila anglickd verze syra Brie.Vermont Farmhouse Brie je vyrabén z mléka pastero-
vaného tak citlivé, Ze vysledny syr ma chut’ i viini jako syr vyrabény z neosSetfeného mléka.
Grape Vine Ash Brie je zvlastni tim, Ze syfenina je pokryta vinnym popelem a necha se

zrat, dokud bila plisei neproroste popel.

Camembert de Normandie (Severozapadni Francie) — je jeden z nejslavnéjSich syrti na

svéte. Nejlepsi syry se dosud vyrdbéji ruéné z nepasterovaného mléka na farmach
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v piivodni oblasti Normandie a jsou chranéné francouzskymi zakony (French appelation
Controllée, nyni PDO) na ochranu znacky. Varianty nabizeji napt. Cooleeney Farmhouse,
coz je syr camembertového typu, ktery ma polotekuté syrové tésto a silnou Zampionovou

wev

z mléka velmi pomalu a Setrné pasterovaného, coz neméni chut’ mléka.

Hermelin — dnes zndmy jako znacka ¢eského plisiového syra, tedy jednoho z mnoha po-
tomki svého francouzského vzoru. Znacka Camembert je patentové chranénd, proto se
nazev Hermelin, a to s ohledem na podobnost bilého porostu syra s kralovskym hermeli-
novym plastém z bilych hranostaji. K tomuto pojmenovani doslo nékdy v letech 1944 —
1945 a novy nazev byl patentové piihlasen 9.2.1946. V rejstiiku Utadu pro pramyslové
vlastnictvi je dnes registrovano 10 zépisii na ochrannou znacku Hermelin. Prvni zapis
znaCky Hermelin pochézi z roku 1993, pozdéji byla ochrana zahrnuta také na
,SEDLCANSKY HERMELIN*“ a dalsi alternativy, napt. Clasic, Premium, smetanovy.
Dalsi vyrobce syra Pribina s.r.0. Pfibyslav vyuziva zapsanou ochrannou zndmku ,,Herme-
lin -KRAL SYRU“. Vlastnikem viech téchto znadek je francouzska spole¢nost
BONGRAIN S.A, jejiz soucasti se v dob¢ privatizace ¢eského mlékarenstvi staly ob¢ sou-
casné Ceské vyrobny Hermelinu, tedy jak Povltavské mlékarny a.s. Sedl¢any, tak Pribina

s.r.o. Ptibyslav.

Kamadet — patii ve své tfid¢ ke Spicce na nasem trhu. Bélavé hebky zvenku, smetanové

krémovy uvnitt. V CR jej vyrabi spole¢nost MADETA a.s. [18]

Chabichou du Poitou (Stfedni Francie) — je syr vyrobeny z koziho mléka. Pon¢kud hruba

ktira mladého syra je pokryta bilou nebo Sedomodrou pisni. Verze chranéna znamkou PDO
se déla ruéné z nepasterovan¢ho mléka na farmach v Poitou, ale dnes je i ve Francii vzac-
nosti. Dalsi verze jsou znamé jako Cabrichou, Chabi nebo Cabrichiu. VSechny verze maji
typické kozi aroma. Chut’ se pohybuje od jemné a sladké az k vyraznéji ofechové a pikant-
ni u starSich syra.

Chaource (Severovychodni Francie) — je mekky syr z oblasti Champagne. Je nesmirné la-
hodny ve vSech stadiich zrani a velmi dobte se k nému hodi slavné vino z téze oblasti. Vy-
rabi se z plnotucného kravského mléka. Chaource mé tenkou bilou kiru, ktera se béhem

zrani n€kdy pokryje ¢ervenymi teckami, zatimco vnitiek ziistane krasné bily a jemny.
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Chevre (Francie) — je obecny nazev pro francouzské kozi syry, které jsou k dostani v urcité
oblasti nebo jen u jednoho farmare. Mohou mit tvar koule, valeCku, zatky, komolého kuze-
le, srdce, zvonku, mohou byt také hladké nebo pokryté popelem ¢i pepiem. Snadno se roz-
tird. Chut’ je obvykle velmi jemna a mirn¢ sland. Né&které varianty: Charollais, Gedi, Mine-

Gabhar, Perroche, Vulscombe atd.

Coulommiers (Stfedni Francie) — je historiky povazovan za pfedka syru Brie a Camembert.
Syr ma na povrchu bily plisnovy vykvét, povrch je ¢asto nerovnomérny, a jak zraje, tvoii
se na ném hnédé¢ skvrny. Mlady syr ma slabé zampiénové aroma a jemnou, lahodnou chut’.

Variantou tohoto syra je tzv. Sharpham.

Explorateur (Stfedni Francie) — byl jednim z prvnich syrt, které se zacaly vyrabét po klasi-
fikaci velmi tuénych syrt . Tento syr ma vice nez 75 % tuku. Toho se dosdhne pfidanim

velkého mnozstvi smetany do mléka pred srdzenim.

Gaperon (Stfedni Francie) — je zvlastni a velmi chutny syr z Auvergne, ktery se kdysi vy-
rabél na bazi podmasli. Nyni se jako zaklad pouziva kravské mléko. Béhem vyroby se do
syfeniny piidava pepi a Cesnek, diky cemuz se syr po ¢tyfech tydnech zrani stava kotené-

nym a pikantnim.

Vacherin Mont d’Or (Severovychodni Francie) — ma bilou plisen, ktera dozrava do svétle

hnédorizové a krabati se na povrchu syra jako viny. Tésto mladé¢ho syra je velmi svétlé
s pon¢kud zelenkavym nadechem a spoustou malych kavern. Zvlastnosti je, Ze se vyrabi ze

zimniho nepasterovaného mléka.

Neufchatel (Normandie) — jedné se o mékky syr s uslechtilou bilou plisni na povrchu, vy-
rabény z kravského mléka, bud’ syrového nebo i pasterovaného. Pti vyrobé probihd velmi
dlouh¢ srazeni po dobu asi 24 hodin, a po zformovani a lehkém zalisovani zraje syr asi 10
dnti, zatimco se na povrchu vytvari prekrasné bile hermelinovy porost plisné. V plné zra-
losti vSak byva az tak za 3 tydny. Pro syr je typické, ze po rozkrojeni je vzdy uprostied
patrné jeSté neprozralé tvarohové jadro, zatimco po obvodu je jiz jemna a kompaktné slita

syrova hmota. Syr se formuje do n¢kolika moznych tvart nejiizasnéjsi jsou tvary malého ¢i

velkého srdce (100 nebo 200 g).

[5, 23, 31, 32, 44, 52]
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3.2 Obecna technologie vyroby syra s plisni na povrchu

Syry s plisni na povrchu jsou obecné mekké varianty charakterizované ristem bilé plisné
Penicillium camemberti na povrchu syra. Povrchova flora je Casto komplexnéjsi, zvlaste
v syrech vyrobenych ze syrového mléka tradi¢ni technologii. Mnoho syrii s plisni na po-

vrchu ma ptivod ve Francii (viz ptedchozi kapitola). [ 0]
Obecné schéma vyroby syra s plisni na povrchu je uvedené v priloze 1.

Vybér mléka je rozhodujicim Cinitelem pfi zvySovani a zkvalithovani vyroby syra. Mléko
uréené pro vyrobu syri musi kromé vSeobecnych pozadavkl splitovat dalsi kritéria jako
dobra sytitelnost a kysaci aktivita, kterd je mirou schopnosti mléka poskytnout kulturni
mikrofléfe vhodné prostiedi pro jeji rozvoj. DalSim kritériem je mikrobiologicka ¢istota.
Miléko ziskané za $patnych hygienickych podminek obsahuje b&zné 10° i vice mikroorga-
nisml v 1 ml. Tato virulentni mikroflora spotiebuje vitaminy 1 jiné biogenni latky, kterych
se pak nedostava pro pomnozovani mikroorganismii syrafskych kultur. Titra¢ni kyselost
mléka by neméla prekrocit hodnotu 7,6 °SH. Chemické sloZzeni mléka mé zdsadni vyznam
pro vytéznost vyroby a slozeni syra. Pomér tuku a kaseinu je rozhodujici pro vysledny ob-

sah tuku v su$iné.

OSetrenim mléka se rozumi jeho vyc€iSténi, pasterace a vychlazeni. Mléko se vesmes Cisti
odstfed'ovanim za pouziti odstiedivek. Pasterace zajistuje zdravotni nezavadnost syrt. Pro
vyrobu syru s plisni na povrchu se pouziva Setrné pasterace s teplotou 73 - 75 °C po dobu
15 — 20 sekund. Vyssi pasteracni zahtevy jsou nevhodné, protoze se zvysSujici se teplotou
dochazi ke zvySené denaturaci sérovych bilkovin, které neodchazi do syrovatky. ZvysSuje
se vytéznost, ale nasledn¢ 1 vazba vody. Miize tedy dojit ke snizovani suSiny syrt a ke
zhorsenti jejich jakosti.

Piedzrani mléka zajistuje priznivé predpoklady pro standardizaci vyroby a jakosti vyrob-

ku. Pfedzrani mléka probiha za ptidavku smetanové kultury a to v mnozstvi 0,05 — 0,10 %

pfti teploté 8 — 10 °C po dobu 14 — 16 hodin.

Kazdy druh syra ma ptedepsany obsah suSiny, tuku, resp.tuku v susing, proto se v pribchu
tepelného oSetieni provadi také standardizace mléka. Pro ziskdni normalni sraZeniny je
tteba obnovit v mléce piirozeny obsah rozpustnych vapenatych soli, které v diisledku pas-
terace presly do své nerozpustné formy. Proto se do mléka ptidava CaCl, v mnozstvi 10 —

20 g na 100 1. Pridavek chloridu vapenatého zlepsSuje syfitelnost a zvySuje pevnost vznik-
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1ého gelu. Pii vysoké davce ovSem dochazi k hotknuti syra. Dale se pro standardizaci pfi-
dava smetanova kultura v mnozstvi 2,00 — 2,50 %. Po standardizaci se mléko zahteje na
teplotu 31 — 33 °C, ptida se syfidlo a plisiiova kultura a smés se ditkladné promicha, uvede
rychle do klidu a neché srazet pii stalé teplot¢ po dobu 30 — 35 minut. Syfidlo se ptidava
ve formé zifedéného roztoku. Sytidlo je proteolyticky enzym, ktery za pfitomnosti vapena-
tych soli zpiisobuje koagulaci Cerstvého mléka beze zmén jeho kyselosti. Tento enzym
ptisobi na koloidy kaseinu, neplsobi vSak na sérové bilkoviny, které pak zistavaji
v syrovatce. Casto se jedna o enzym chymosin (diive oznadovany téZ rennin), ktery je vy-
rabén extrakci ze zaludkl ze sajicich telat. Chymosin patii do skupiny enzyml zvanych
proteasy, jejichz spolecnym rysem je schopnost hydrolyzovat peptidové vazby bilkovin-
nych substrat. Je syntetizovan ve form¢ inaktivniho prekurzoru, je dosti termolabilni a
v urCité oblasti pH (3,5 — 4,5) velmi citlivy na autodigesci, ¢imz se rychle inaktivuje.
Vzhledem k tomu, Ze je vSeobecnd tendence vykrmovat telata do vyssi hmotnosti, ¢imz se
kvalita chymosinu zhorSuje, byly snahy nahradit klasické syfidlo mikrobnimi enzymy.
Hlavnimi producenty mikrobnich syfidel jsou geneticky modifikované mokroorganismy
Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus a Cryphonectria parasitica. Geneticky modifiko-
vané byly také kmeny Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxi-
anus var. lactis, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, a Tricoderma reesei. Enzymatic-
ké vlastnosti mikrobidlnich enzymii jsou téméf nerozeznatelné od enzymatickych vlastnos-

ti chymosinu.

Vzhledem k nizkym cendm a propracovanym zpusoblim pouziti pii vyrob¢ urcitych typt
syri se staly mikrobni proteasy trvalou polozkou na trhu syfidlovych enzymii. Komer¢né
jsou prodavany napfi. preparaty ,,Maxiren* z Kluyveromyces marxianus var. lactis produ-
kovany firmou Gist Brocades (Nizozemi), ,,Chimogen* z Aspergillus niger produkovany
firmou Christian Hansen (Déansko) a ,,Chymax* z Escherichia coli vyvinuty firmou Pfizer

(Spojené staty) a nabizeny firmou Christian Hansen. [/0, 53]

Srazeni mléka je fyzikalné chemicky d¢j, pii némz se zamérnym plisobenim na koloidy
kaseinu zméni polydisperzni systém mléka ze solu v gel. Koagulace a sraZeni kaseinu za-
¢ina pusobenim syfidlovych enzymd, které §t€pi vazby mezi fenylalaninem a methioninem
v peptidovém fetézci povrchové vrstvy k-kaseinu (viz kapitola 1.1). Toto $tépeni se obvyk-
le oznacuje jako primarni nebo destabilizacni faze (enzymova), kterd probiha i pfi teplo-

tach pod 10 °C. V sekundarni fazi dochazi ke koagulaci destabilizovanych micel, ktera je
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vSak podminéna pritomnosti volnych vapenatych ionti. Vapenaté ionty se vazou na zbytky
kyseliny fosfore¢né ,volné karboxylové skupiny a fosfoserinové zbytky kaseinu. Tim se
snizi negativni ndboj micely. Destabilizované micely nasledkem Brownova pohybu agra-
guji a vytvafeji polymerni sit’, ktera je zdkladem gelu syfeniny. Tvorba sraZzeniny je dopro-
vazena vznikem vodikovych a disulfidickych vazeb. V terciarni fazi pak dochazi k pomalé
hydrolyze vSech kaseinovych frakci. Pribeh této tieti faze ma byt omezen na co nejnizsi
miru. Konec srdzeni se urcuje subjektivné obvykle rozlomenim syfeniny, kterd ma mit

lasturovity lom, hrany na misté lomu mé mit ostré a nema se lepit na prsty.

Srazeni mékkych syrt se diive provadélo v syraiskych vanach, v dnesni dob¢ nahrazenych
vykonnéjSim zatizenim — vyrobniky syfeniny. Pfi vyrobé mékkych syrii se vyzaduje velmi

Setrnd manipulace se syfeninou.

Teprve zpracovanim syFeniny na pozadované syrové zrno a opétovnym spojenim syrové-
ho zrna ziskdme hotovy Cerstvy syr, u néhoz se béhem této operace uvolnil potiebny objem
syrovatky a probéhlo prokysani mléc¢ného cukru na kyselinu mlécnou. Krajeni, pretahovani
a michani syfeniny by nemélo trvat déle nez 15 minut, protoze u mékkych syru se pozadu-
je zrno vétsich rozmért. Tyto kroky jsou provadény mechanickym systémem vodorovnych

a svislych nozu.

Kazdy druh syra ma svou standardni velikost a tvar. Tvarovani syra s plisni na povrchu
zahrnuje odkapéavani, prokysavani a obraceni pro rovnomérny povrch. Tyto operace probi-
haji pii teplotach 18 — 22 °C po dobu 5 — 6 hodin. Pti odkapavani syrovatka samovolné
odtékd a jedinym zatiZzenim je vlastni hmotnost syfeniny ve tvofitku. Obraceni ma za na-

sledek rovnomérné odkapavani syrovatky a pozadovany pravidelny tvar.

Soleni syra je nezbytna operace vSech druhll tvarovanych a zrajicich syri. Soleni zpeviiuje
povrch syra, reguluje obsah vody v tésté syra, coz ma navaznost na konzistenci tésta a mi-
krofloru, pribéh kysani a zrdni. Syr zrajici s plisni na povrchu se soli v tzv.solné lazni
s obsahem soli 20 — 22 % a kyselosti 5 — 20 °SH. Soleni probiha pfi teploté 16 — 18 °C po

dobu 60 — 70 minut. Po soleni se syry mohou ockovat vytrusy plisni.

Zrani lze definovat jako veskeré biochemické procesy probihajici v syrech plisobenim
mikrobidlnich enzymt, pfipadné syfidlovych enzymi. Zrani syra ovliviiuje vzhled, chut,
vini a konzistenci. Béhem zrani podléhaji nejvétsim zménam laktosa a mlécéné bilkoviny,

u ne€kterych syrh také tuk. Syry s pisni na povrchu zraji ve zracich sklepech na nerezovych
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zracich rosStech. Pii vyrobé tohoto typu syra je nutné postupné upravit podminky zrani.
Nejdtive syr zraje 1 — 3 dny pii teplotach 16 — 20 °C a relativni vlhkosti 80 — 85 %. Poté
zraje 6 — 10 dni pfi teplotach 12 — 18 °C a relativni vlhkosti 95 %. Syry je nutno béhem

zrani obden obracet. Zrani syrt je popsano v nasledujici kapitole.

Baleni je konecnou fazi celého technologického postupu. Zralé syry se musi ihned zabalit
a po celou dobu distribuce skladovat pti nizkych teplotdch kolem 4 — 8 °C. [10, 17, 27, 29,
30, 55, 56, 59]
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4 BIOCHEMICKE REAKCE PROBIHAJICI V SYRECH BEHEM
JEJICH ZRANI

S vyjimkou nezrajicich syri, které se konzumuji v Cerstvém stavu, prochazeji vSechny pro-
cesem zrani. Zrani predstavuje komplexni souhrn zmén zptsobenych syfidlovymi enzymy
(zejména u syrt ze syrového mléka), enzymatickou ¢innosti kultur a piisobenim enzymu
po lyze jejich bunék, pfipadné ¢innosti nezdkysovych kultur, pti kterych syr ziskava typic-
ky vzhled, konzistenci, chut’, viini a sloZzeni. Primarnimi reakcemi zodpovidajicimi za tex-

turalni zmény a vznik aromatickych slozek jsou glykolyza, proteolyza a lipolyza.

Biochemické procesy probihajici v syrech je mozné rozd¢lit do tii zakladnich fazi, které na
sebe plynule navazuji. Zrani syri probihd ve zracich sklepich. Optimalni podminky teploty
a relativni vlhkosti jsou zavislé na typu syra. Béhem zrani se syry oSetifuji (umyvani, obra-
ceni, propichovani syrti apod). Nékteré syry zraji v obalech, které slouzi i1 jako expedi¢ni
obal, nebo pod natérem. SniZuje se pracnost pii oSetfovani a také ztraty béhem zrani. Doba
zrani syri se pohybuje od 24 hodin (Cerstvé syry solené), po dobu n€kolika dnii (Romadur,

Hermelin), tydni (Niva) aZz mésicti (Pivni syr, Emental, Cedar). [27, 29, 59]

4.1 Rozklad laktosy a jejich metabolita

K rozkladu laktosy dochazi v primarni fazi zrani bakteriemi mlécného kvaseni za vzniku
kyseliny mléc¢né. Mléko zac¢ina kysnout brzy po pifidani zakysl, aktivita mikroorganismi
dosahuje vrcholu asi za 4 az 5 hodin po zakysani. Hlavni rozklad laktosy nastava
v pribéhu formovani syri, béhem odkapavani a lisovani syrii je nejintenzivnéjs$i. Pokud
neni dokysavani dokonceno pfti lisovani, syry se uklddaji po vyjmuti z tvotitek na police do
temperované mistnosti k dokysani, které byva ukonceno do 20 — 24 hodin. Teoreticky je
mozné dokysani i v pribéhu soleni v solné lazni, ktera ma ale vyssi teplotu. Pii zpracovani
syfeniny odchazi ¢ast laktosy se syrovatkou. V uzaviené syrové hmot¢ se v zavislosti na
synerezi zrna zadrzi asi 1,5 az 3,0 % laktosy (po€itdno na hmotu syra), z niz se vytvoii asi
2,0 % kyseliny mlé¢né. Hodnota pH po 24 hodinach od zacatku vyroby ma rozhodujici
vyznam pro dal$i prib¢h zrani a vyslednou jakost vyroku. Podle druhu syra ¢ini pH tésta
5,3 az 5,0. K plnému vymizeni laktosy dochéazi u tvrdych syrti v prvnich dnech zrani. U
mekkych syra, kde je zadrzeno vice syrovatky, se vytvoii vice kyseliny mlécné, proto je
syfenina malo pruznd a ma tvarohovitou konzistenci. Kysanim klesd obsah véapniku

v parakaseinovém komplexu, az v kone¢né fazi vznikd kalcium parakaseinat, snadno roz-
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pustny a bobtnajici pisobenim NaCl obsazeného v solné lazni. To ma za nasledek, ze se
jednotliva zrna navzajem spojuji a vytvaieji jednotou plastickou hmotu. Kyselina mlé¢na
ovlivituje zastoupeni soli v syrech. Obsah kyselina mlécné a jejich soli je béhem zrani sni-
zovan bakteriemi a enzymy, které se ti€astni dalSiho zrani syrG. Vznikaji tak jiné kyseliny
(napft. propionova) a jeji soli, pH syra se zvySuje na 5,5 az 6 a vytvaii se ptiznivé podmin-
ky pro rozklad bilkovin. Malé mnozstvi volné kyseliny mlé¢né vSak v syru zlstava a dava
mu typickou mlé¢né nakyslou pfichut’ a zéroven Caste¢né zabraiuje hnilobnému rozkladu
bilkovin. V kyselém prostiedi se méni n¢které nerozpustné soli na rozpustné a z nich ¢ast
odchazi se syrovétkou pii zpracovani syfeniny. Cim vice syfenina tedy prokysava, tim mé-
né¢ mineralnich latek v syru zistane. Proto také kyselé syry obsahuji méné soli nez syry
sladkého syrafstvi. P¥i zrani syru se zbyvajici soli méni a premist'uji. Cast vapniku se vaze
na nizkomolekuldrni mastné kyseliny a vzniklé soli ovliviiuji syr chutové. Pfidany NaCl se
behem zrani rozptyli do celé hmoty a jeho ionty reaguji se slozkami syra. Vlivem odpato-
vani vody z povrchu syra byva koncentrace soli na povrchu vzdy nejvétsi. Povrchova mik-
rofléra mekkych syrti vytvairi mirné alkalickou reakci, ¢imz se méni na povrchu rozpustné

soli na nerozpustné.

V sekundarni fazi dochazi ke snizeni kyselosti syra jednak vazbou kyseliny mlé¢éné a jed-
nak jejim mikrobiologickym rozkladem na kyselinu propionovou (pfipadné octovou), oxid
uhlicity a vodu, piipadné i dalsi slouceniny nebo jeji vazbou na rozkladné produkty bilko-
vin. Podle typu syra dochdzi k mikrobiologickému rozkladu kyseliny mlé¢né bud’ v celé

hmot¢ a nebo aerobné od povrchu dovniti mikroflérou na povrchu syra.

[17, 27, 57]

4.2 Rozklad bilkovin

vvvvvvvvv

ktery se vyskytuje ve vSech syrech béhem jejich zrani. Konecné produkty rozkladu jsou u
kazdého druhu syra jiné a ovliviiuji jeho charakteristické vlastnosti. Proteolyza a enzymy
zodpovédny za tento proces byly dusledné zkoumany az v poslednich dvou desetiletich.
Proteolyza pfispiva ke zméné struktury syrti béhem zrani diky hydrolyze kaseinové matice
v syfening a vlivem snizeni vodni aktivity syfeniny v disledku zmén vazby vody, kdy jsou
v pribéhu hydrolyza tvofeny nové karboxylové kyseliny a aminoskupiny. Proteolyza ma

piimy vliv na chut’ diky tvorby kratkych peptidii a aminokyselin, z nichz nékteré se podile-
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ji na chuti (Casto hotké) a pravdépodobné poskytuji volné aminokyseliny, které jsou sub-
stratem pro tadu katabolickych reakei, které vytvari mnoho chut'ovych sloucenin (viz da-
le). Proteinasy a peptidasy, které katalyzuji proteolyzu v syrech béhem zréni, vznikaji ze
Sesti primarnich zdrojl, tedy ze zbytkové aktivity syfidla, mléka, startérové kultury bakte-
rii mlééného kvaseni, nonstartérové kultury bakterii mlécného kvaseni, sekundarni kultury
(napt. Propionibacterium freudenraichii ve Svycarském syru, Penicillium roqueforti
v plistiovém syru, Penicillium camemberti v syru camembertského typu) a v jistych ptipa-
dech exogenni proteinasy ¢i peptidasy pfidané do mléka ¢i syfeniny proto, aby urychlily
zrani.

Vyznamnéjs$i zdroj proteolytickych enzymti v mnoha druzich syr je zbytkové syftidlo,
casto chymosin, ktery ziistava v syfenin€ po odtoku syrovatky. Az 30 % syfidlové aktivity
zustava aktivni v syfeniné v zavislosti na faktorech jako je typ enzymu, teplota pfi srazeni
a pH pfi odtoku syrovatky. Specifita chymosinu na vSechny druhy kaseinii je jiz dobie zna-
ma. V roztoku chymosin §tépi B-kasein v sedmi mistech, vétSina z nich je umisténa blizko
hydrofobniho C-konce B-kaseinu a rozstépeni téchto mist mize mit za nasledek produkci
kratkych hydrofobnich peptidi, které jsou hotké. Tato chut’ se miiZze projevit i ve zralém
syru pi1 pouziti nadmérnych davek syfidla. Primarni misto aktivity chymosinu na og;-
kaseinu je mezi fenylalaninem v poloze 23 a fenylalaninem v poloze 24, cozZ mé za nasle-
dek tvorbu kratkych peptidl, které jsou ihned hydrolyzovany startérovymi proteinasami.
Chymosin $tépi ag;-kasein i v mnoha jinych mistech, zvla§té¢ mezi leucinem v poloze 101 a

lysinem v poloze 102. Tato hydrolyza probihd v mnoha syrech béhem zrani.

Vice odolny nez ag;-kasein vic¢i hydrolyze chymosinem je agy-kasein, protoze mista Sté€pe-
ni jsou omezena na hydrofobni oblast molekuly. Ackoli para-k-kasein ma nékolik potenci-
alnich mist $t€peni chymosinem, tak doposud nebyla prokézana hydrolyza v roztoku ¢i
v syrech. Toto je pravdépodobné zpiisobeno relativné vysokou urovni sekundarni struktury

v k-kaseinu ve srovnani s jinymi kaseiny.

Mléko samo o sob¢ je dilezitym zdrojem proteolytickych enzymt. Hlavni ptivodni protei-
nasa v mléce je plasmin, ktery je stejn¢ jako trypsin ma ptivod v krvi a optimalni aktivitu
pii pH cca 7,5 a teploté 37 °C. Fyziologicka role plasminu v krvi je v degradaci srazenin
firbrinu béhem srazeni krve. Z toho divodu aktivita plasminu v krvi musi byt pod kontro-
lou, proto je produkovan v neaktivni form¢ jako plasminogen. Aktivace plasminogenu se

déje pomoci aktivatorti plasminogenu (PAs). Inhibitory plasminu a PAs jsou také soucésti
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tohoto systému a vSechny se také nachdzi v mléce. V mléce je plasmin, plasminogen a PAs
spojen s kaseinovou micelou, zatimco inhibitory plasminu a PAs se nachazi v mlééném
séru a tak dochazi k jejich ubytku pii odtoku syrovatky. Specifita plasminu je omezena
pouze na peptidové vazby typu Lys-X, v mensi mife Arg-X, proto plasmin degraduje ka-
seiny v poradi B-kasein = ag,-kasein > ag;-kasein; na k-kasein tato proteinasa neplsobi.
substrat v syru je B-kasein, ktery plasmin hydrolyzuje ve tiech mistech (Lyszs-Lysao,
Lysios-Hislgs a Lys107-Gluyog), ¢imz vzniknou kratsi fetézce, y;-kasein (B-kasein £29-209),
v2-kasein (B-kasein £106-209), ys-kasein (B-kasein f108-209), proteoso-pepton PP8F (j-
kasein f1-28), PP8S (B-kasein 29-105 a £29-107) a PP5 (B-kasein f1-105 a f 1-107). as;-
kasein je na aktivitu plasminu citlivy a je pravdépodobné, ze je to disledek vymizeni toho-
to proteinu pifi zrani syr0. Aktivita plasminu ma nejvétsi vyznam u syrd
s vysokodohfivanou syfeninou, protoze plasmin je relativné termostabilni (i pfi teplotach
kolem 55 °C). Aktivace plasminogenu na plasmin je pak tedy moZznd, protoZe inhibitory
PAs a plasminu jsou pfi vysSich teplotdch malo odolné. Plasmin je také velmi dilezity u
plisiovych syrt, ve kterych se pii zrani zvySuje pH, ¢imz se posunuje pH optimalni pro

chymosin smérem k plasminu.

Mléko obsahuje také jiné plivodni proteinasy, které vznikaji z leukocyti télovych bunék.
Tyto bunky obsahuji mnoho proteinas vetné proteinovych syntetas B, D, G, H, L a elasta-
su. Nicméné jen pfitomnost proteinovych syntetas B a D byla v mléce prokazana, ackoli je

vysoce pravdépodobné, ze se tam nachazi i jiné ptivodni enzymy télovych bunck.

Bakterie mlééného kvaseni vyzaduji fadu volnych aminokyselin, proto maji komplexni
proteolyticky systém, ktery uvoliluje aminokyseliny nezbytné pro jejich rust z proteint
v jejich prostiedi. Bakterie mlécného kvaseni obsahuji vnitrobunééné peptidasy, které jsou
velmi dulezité pro konecnou fazi proteolyzy v syru béhem zrani a kone¢né uvolnéni vol-
nych aminokyselin jako substratu pro katabolické reakce. Bakterie mlééného kvaseni jsou
auxotrofni pro fadu aminokyselin, musi tedy pfemeénit jejich slouceniny z prostiedi, z toho
divodu obsahuji velké mnozstvi peptidas. Bakterie mléEného kvaseni produkuji tfi typy
oligoendopeptidas: PepO a PepF (monomerni metalloendopeptidasy s molekulovymi
hmotnostmi cca 70 kDa, 1i§i se v aktivit¢ na riznych substratech), PepE (je podminéna

thiolendopeptidasa). Bakterie mlécného kvaSeni produkuji 1 fadu aminopeptidas: PepN
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(monomerni metalloaminopeptidasa), PepC (multimerni thiolaminopeptidasa), PepG (cys-

teinaminopeptidasa) a jiné (napt. PepA, PepL, leucylaminopeptidasa aj.).

Kaseiny jsou bohaté na aminokyselinu prolin. Diky jeho jedinecné cyklické struktuie jsou
potiebné specialni peptidasy k tomu, aby hydrolyzovaly peptidy obsahujici prolin. Bakterie
mlécného kvaSeni maji tyto specialni enzymy ve velkém mnoZstvi, coz jim umoziiuje vyu-

zivat pln€ kaseiny jako rstové substraty.

Ackoli enzymy startérovych a nestartérovych bakterii mlécného kvaseni prispivaji ke zrani
témer vSech syrl, proteolyza v syrech, ve kterych je sekundarni mikroflora, je ¢asto velmi
ovlivnéna enzymy z této sekundarni mikroflory. Propionibacterium sp. produkuje enzymy
slabé hydrolyzujici peptidy s dlouhymi fetézci, ale siln€ hydrolyzujici peptidy s kratkymi
retézci.

Proces proteolyzy v riiznych typech syrit mize byt shrnuty nasledné: kaseiny jsou hydroly-
zovany zpocatku zbytkovym syfidlem a plasminem na rizné velké peptidy, které jsou na-
sledné¢ hydrolyzovany proteinasami a peptidasami startérovych a nestartérovceyh bakterii
mlécného kvaSeni, €i jinou sekundarni mikroflérou na kratsi peptidy a aminokyseliny. Pro-
ces a rozsah proteolyzy je rozdilny v riznych typech syrit vlivem rozdilnych vyrobnich
postupt (zvlasté teplota) a vlivem parametri syra (obsah vody, délka zrani, aktivita zbyt-
kového syfidla, aktivace plasminogenu na plasmin a mozny rist vysoce proteolytické

sekundarni mikroflory).

Proces proteolyzy je velmi proménny a je v podstaté jedinecny ke kazdému druhu syra.
Rozdily v obsahu rozpustného dusiku jsou dany rozdily mezi obsahem vody v syru, teplo-
tou a pH, délkou zrani, teplotou dohtivani a pH pfi odkapéavani; peptidy v této frakci jsou
produkovany hlavné aktivitou chymosinu a ¢astecné mnozstvim plasminu. Kratkd doba
zrani (cca. 3 tydny) a rozsahla denaturace chymosinu vlivem vysoké teploty ma za nasle-
dek malé mnozstvi rozpustného dusiku, zatimco rozsahla proteolyza je charakteristicka pro
plistiové syry a syry zrajici pod mazem vlivem aktivity chymosinu, plasminu a proteina-
sami z jejich chatakteristické sekundarni mikroflory.

K vyjadieni rozkladu bilkovin se pouzivaji vyrazy rozsah a hloubka zrani. Pod pojmem

rozsah zrani rozumime podil ve vod¢ rozpustnych dusikatych latek ku celkovému dusiku a

je znaény u mékkych syrt. Hloubkou zrani rozumime mnozstvi aminokyselin a produktii

jejich rozkladu ku celkovému dusiku. Hloubka zrani je znacna u tvrdych syra. U plisiio-
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vych syrii probihd zaroven s velkym rozsahem i zna¢na hloubka proteolyzy bilkovin. [/2,

13,15, 54, 57, 59]

4.3 Zmény mlécného tuku

Rozklad tuku v syrech je nepatrny a u vétSiny syrit obvykle nezddouci. Ptesto jsou produk-
ty rozkladu mlé¢ného tuku charakteristické pro nékteré druhy syrii (zejména syrt s plisni
v tésté). D¢je se tak predevsim hydrolytickou nebo oxidacni cestou ptisobenim naockova-
nych plisni. Na rozkladu tuku se podileji enzymy zvané lipasy rizného pivodu. Nativni
lipasy se podileji na rozkladu jen pfi pouziti syrového mléka (tedy pfi vyrob& brynzy),
v men$i mife se mohou vyskytovat v mléce jen velmi kratkodobé pasterovaného. Vetsi
vyznam nabyvaji tedy mikrobialni lipasy z nao¢kovanych kultur. Vysledkem ¢innosti lipas
je uvolnéni mastnych kyselin v pribéhu zrani syri. Mastné kyseliny maji ptimy podil na
ardma syri. Mimo to jsou také vyznamnymi prekurzory pro produkci riznych karbonylo-
vych sloucenin, pfedevsim methylketont, které se podileji na chuti a aroma syrt. Neza-
douci rozklad tuku mohou vyvoléavat lipasy kontaminujicich mikroorganismii rodu Alcali-
genes, Proteus a Bacillus, hlavné vSak plisn¢€ rodu Aspergillus, Oospora a Mucor. Tento
rozklad se projevuje plesnivou chuti a zatuchlym zdpachem. Dalsi chutovou vadou miize
byt zmydelnéni mlécného tuku, které se vyskytuje u Cerstvych a piezralych tucnych syrt.

[15, 54, 57, 59]
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5 VLASTNOSTI PENICILLIUM NALGIOVENSIS A PENICILLIUM
CAMEMBERTI

V této kapitole je popsana historie vyuziti plisn€ Penicillium nalgiovensis predev§im ve
vztahu k vyrobé tradicniho ¢eského Nalzovského syra, biochemické vlastnosti této plisné 1
vyuziti nejen v mlékarenském primyslu. Dale je zde uvedena plisen Penicillium camem-
berti a jeji biochemické vlastnosti. Popsan je i vztah P. camemberti ke koncentraci kysliku

a oxidu uhlic¢itého a také inhibi¢ni efekt této plisné na mozné kontaminanty syra.

5.1 Nalzovsky syr

Tento jiz témét zapomenuty pivodni ¢esky syr by mohl byt dnes jisté skute¢nou raritou v
naSich obchodech. Jedna se totiZ o syr velmi blizky Camembertu, nebo u nas Hermelinu,
jehoz povrchova plisent neni sné¢hové bila, ale naopak jemné nartizovéla az Cervend. Toto
zbarveni ma na sv€domi pliseit Penicillium nalgiovensis. Vyrobu tohoto zajimavého syra
zavedl Cendk Charousek v roce 1897 na statcich Taaffeovych v NalZovech na Sumavé
nedaleko SuSice. Prvni ¢esky profesor mlékarenstvi dr. Otakar Laxa uvadi ve své ucebnici

syratstvi z r. 1924 tento vyrobni postup [58]:

"Cerstvé nadojené mléko se nejprve ponékud ochladi, posyri a vznikla syienina poté nalé-
vad do tvoritek vylozenych sacky. Po 12 hodindch se sacky vyjmou, prenesou do solovny,
kde se syr na povrchu soli. Osoleny syr se dava do sklepa (18-19°C), kde jsou rozsireny
uslechtilé plisné. Syr dostava na povrchu nejprve bily porost, ktery pozdéji cervend, a ve
vysokém stari syra az zezelena. Zrani trva asi 14-21 dni. Syr predstavuje kolacky 10-11 cm

v prumeéru, 2-3 cm vysky a vazi 200g."

- NE o

Obr. 1 — Etiketa NalZovského smetanového syra[58]
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Historické prameny uvadéji, ze v roce 1897 bylo vyrobeno 148.708 kust tohoto syra, v

roce 1914 vsak jiz 522.518 kust.

Jeste pocatkem Sedesatych let minulého stoleti popisuje vyrobu Nalzovského syra dalsi
vyznamny Cesky profesor mlékarenstvi Jifi Dolezalek, ktery se sim vénoval studiu uslech-
tilé plisn€ Penicillium nalgiovensis, pod jejimz zranim syr ziskaval svlij specificky vzhled
a buket. Profesor Jifi Dolezalek dokonce hledal onu plisei na statcich v Nalzovskych ho-
rach, ale jiz neuspésné. Tato specificka plisen se z prirozeného prostiedi tehdejsi manufak-
tury zcela vytratila. Pro své studium tedy uvedenou plisen ziskal ze sbirek uslechtilych
kultur ve Francii a USA, realizoval mnoho mikrobiologickych a biochemickych zkousek,

pro obnoveni tehdejsi slavné syratfské vyroby to vSak jiz nestacilo. [58]

5.2 Penicillium nalgiovensis a jeho vlastnosti

V soucasnych publikacich ji mGzeme najit pod ndzvem Penicillium nalgiovense. Kmen
Penicillium nalgiovensis (Obr.2) byl urCeny a ulozeny do svétové sbirky mikromycet
v roce 1932 profesorem Laxou. Ovéfilo se, Ze testovany kmen je schopny rist dle [25]
v rozmezi pH od 2,0 do 8,5, nejlépe pii 6,5 — 7,0. Dle [25] nefermentuje glukosu, fruktosu,
maltosu, ani laktosu, pigmentace kolonii je zavisld na kultiva¢énim médiu. Obsahuje enzy-

my s velmi vysokou proteolytickou i lipolytickou aktivitou.

Obr. 2 - Penicillium nalgiovensis elektronovym mikroskopem [43]

O syrech porostlych touto plisni nejsou témef zddné znamky, proto je nasledujici text za-

meien na masné vyrobky, kde je vyuziti této plisn¢ podrobné&ji popsano.

P.nalgiovensis je dominantni druh, pokryvajici fermentované susené masné vyrobky. Fer-
mentované masné vyrobky jsou produkty vyrobeny obecné se snizenym obsahem vody.
Suché ¢i Italské typy salamti obsahuji dle [24] 30 — 40 % vody, obecné nebyvaji uzené ¢i

tepelné zpracované a jsou uzivany obvykle bez tepelné upravy. Pii jejich vyrobé je smés
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plnéna do obalii. Zrani je riizné, nicméné doba zrani se mtize zkratit vlivem piidavku star-
terovych kultur, které znaéné ptispivaji do charakteristické viin€ a chuti. Plisfiova kultura
dava salamim typicky bélavy vzhled a chrani salamy pfed nakazenim jinymi plisnémi ¢i

mozna bakteriemi.

Dle [25] dalsi vyzkumy upozornili na to, ze nékteré kmeny této kultury jsou za urcitych
podminek in vitro producenty penicilinu, podobné jako kmen Penicillium chrysogenum a
dalsi druhy penicilii. Ukazalo se vSak, ze kmeny Penicillium nalgiovensis, které jsou
schopné produkce penicilinu, nejsou pravdépodobné schopny jej produkovat na masnych

substratech.

Pravé proto, ze se P. nalgiovensis jevi jako pomérné vyznamny potravinarsky vyuzivany
kmen, jeho spravné taxonomické zatazeni je stile predmétem vyzkumu a dohadi.
V monografii Pitta z r. 1972 nachdzime P. nalgiovensis uvedené jen jako synonymum pro
Penicillium jensenii ZALESKI, ale v Ramizerové monografii o peniciliich zr. 1982 je P.
nalgiovensis uvedené jako samostatny druh. Co se tyCe patogenity téchto kment, nebylo
doposud zjisténo, ze by kmeny Penicillium nalgiovensis byly patogenni nebo podminéné
patogenni pro ¢lovéka. Ze vSech podkladl se da tedy usoudit, ze povrchové pouziti starto-
vacich kultur Penicillium nalgiovensis ma vyhodu v tom, Ze zabrafiuje spontdnnimu ples-
nivéni trvanlivych masnych vyrobki, kdy miize byt vyrobek nekontrolovatelné kontami-
novany riznymi toxickymi metabolity mikroskopickych vlaknitych hub. [2, 3, 9, 20, 22,
24, 25, 33, 40, 43, 48]

5.3 Penicillium camemberti a jeho vlastnosti

K vyrobé plisnové kultury pouzivané k vyrobé syrt s plisnovym povrchovym porostem
slouzi hlavné kmeny Penicillium camemberti a Penicillium caseicolum. Tyto plisn¢, kromé
bakteridlnich kultur, zajistuji svou lipolytickou a proteolytickou ¢innosti spravny priibéh
zrani syrti camembertského typu. Piisobenim produkovanych enzymu ptispivaji ke vzniku

pozadovanych chutovych a aromatickych latek charakteristickych pro tuto skupinu syri.

Kultura Penicillium camemberti tvoii na sladovém agaru pfi teploté 18 — 23 °C za 7 dni
kolonie velikosti 2 — 3 cm. Kolonie jsou vinité, pievazné bilé, ve starSich kulturach nepatr-
n¢ nasedlé. Viné pisn€ je Zampidnova, ¢asteCné zatuchld, piipominajici bramborové slup-
ky. Penicillium camemberti se vyznacuje dobrou lipolytickou aktivitou. Silnou proteoly-

tickou ¢innosti rozklada mlécnou bilkovinu a to az na aminokyseliny a amoniak. [24, 53]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Obr. 3 - Penicillium camemberti elektronovym mikroskopem [42]

Ve vztahu ke kysliku a oxidu uhli¢ité¢ho bylo zjiSténo, ze podhoubi P. camemberti se zvét-
Suje, je-li ve zraci komote koncentrace CO, do 2 %. Pii koncentraci CO, vyssi nez 4 %
byla zjisténa porucha rovnovahy ve prospéch kvasinek Geotrichum candidum. Relativni
vlhkost vzduchu ma také vliv na P. camemberti. Pti vyssi relativni vlhkosti vzduchu nez
95 % se P. camemberti Spatn€ vyviji a mycelium mize byt hnédé. Pokud je relativni vlh-
kost vzduchu vyznamné mald, pak dochazi k nadmérné ztraté vody a vysledny syr je su-
chy. Atmosferické slozeni zraci komory hraje tedy vyznamnou roli pii vyrob¢ syra ca-
membertského typu ve smyslu celkovych zmén zraciho procesu kviili jeho ucinkt na fyzi-

ologii mikroorganismda. [34]

Také byl zjistén inhibicni efekt Penicillium camemberti na mozné kontaminanty syra
(napt. Cladosporium herbanum, P. roqueforti, P. caseifulvum a P. commune). Cisty P.
camemberti ma nejveétsi inhibicni Gcinek na C. herbanum. Interakéni mechanismus C. her-
banum neni ovlivnén volbou kmene P.camemberti zatimco druhy kontaminujicich penicilii
jsou velmi citlivé na volbu kmene P.camemberti. Ptitomnost Geotrichum candidum ve
smésnych kulturdch ukazuje sniZeni inhibi¢niho ucinku P.camemberti. [6]

Cilem jedné ze studii bylo charakterizovat ucinky zrani na vyvoj typicky hotké chuti ca-
syra. Hotkost syra obecné vyplyva z hromadéni abnormalné vysoké koncentrace hydro-
fobnich peptidii uvolnénych béhem rozpadu bilkovin kaseinu. V této studii bylo zjisténo,
ze P. camemberti se nejvice podili na vzniku hotké chuti, ktera je ale ¢aste¢né snizovana

ucinkem Geotrichum candidum. [7]

Dalsi studie se zabyvala moznosti zlepsit vybrané biochemické a smyslové vlastnosti suse-
nych fermentovanych salamt vlivem povrchniho ockovéni Penicillium camemberti. Rlst
této plisn€ na povrchu salamti mél za nésledek intenzivni proteolyzu a lipolyzu, kterd zpt-

sobila zvySeni koncentrace volnych aminokyselin, volnych mastnych kyselin a tékavych
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latek. Mnoho z nich jsou zodpovédné za tzv. zralou chut. Vyvoj mycelia na povrchu sa-
lamu také chrani lipidy pfed oxidaci. Senzoricka analyza povrchové naokovanych salamu
ukazala jasné zlepSeni ve viini a chuti, a proto v celkové kvalité salami. Tento druh je tedy

navrhovan jako potencialni starterova kultura pro susené fermentované salamy. [4, 53]
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II. METODIKA PRACE
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6 CIiLPRACE

Cilem této prace je vybrat vhodné kmeny Penicillium nalgiovensis s proteolytickou aktivi-
tou podobnou kmentm Penicillium camemberti. P.camemberti je uslechtila plisenn bézné
vyuzivand pro vyrobu meékkych syrG splisni na povrchu. Vzorky naockované
P.camemberti slouzily v této diplomové praci jako srovnavaci standardy, s nimiz se porov-

navaly vzorky naockované kmeny P.nalgiovensis.
Pro dosazeni cili bylo potteba v teoretické Casti:
- Struén¢ charakterizovat mléko jako zakladni surovinu
- Popsat obecné rysy technologie vyroby syrt s plisni na povrchu
- Zabyvat se biochemickymi reakcemi probihajicimi v syrech béhem jejich zrani

- Charakterizovat biochemickou aktivitu plisni Penicillium camemberti a Penicillium

nalgiovensis
V praktické ¢asti bylo nutné zaméfit se na tyto dil¢i cile:
- Analyzovat modelové vzorky s vybranymi kmeny P. camemberti a P. nalgiovensis
v prub¢hu jejich zrani
- Sledovat obsah volnych aminokyselin

- Sledovat proteinovy profil metodou SDS-PAGE

- Na zaklade¢ teoretické ¢asti a vysledki praktické ¢asti vyvodit zavéry, které by ved-
ly k vybéru kmenit P.nalgiovensis s proteolytickou aktivitou podobnou kmeniim

P.camemberti.
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7 POPIS EXPERIMENTU

Syry s plisni na povrchu byly vyrobeny ve Skolnim poloprovoze Stredni prumyslové skoly
Vyrobené syry byly naoCkovany plistovymi kulturami riznych kmenti Penicillium nalgio-
vensis a Penicillium camemberti. Takto ptipravené vzorky byly uskladnény a po urcité
dobé zrani odebirany k vlastnimu stanoveni obsahu volnych aminokyselin a ke sledovani
zmén proteind metodou SDS-PAGE. Nejdiive byla provedena analyza vzorku syra bez
naockovani vytrusy plisni. Po naoc¢kovani byla provedena analyza vzorkt v riznych stup-
nich zralosti a to konkrétné po 6, 14, 21, 34 a 48 dnech. Teplota pfi zrani syra byla nasta-

vena na 15 °C pro prvnich 14 dni a poté byla snizena na 6 °C.

Postup praktické vyroby syra splisni na povrchu je mozné schématicky shlédnout

v priloze II.

Pouzité plisnové kultury:

Vzorky €.1 - 3 byly naockovéany kulturami firmy Christian Hansen pouzivanymi na masné

vyrobky:

Vzorek €. 1 — Penicillium nalgiovensis M-EK 4
Vzorek €. 2 — Penicillium nalgiovensis M-EK 6
Vzorek €. 3 — Penicillium nalgiovensis M-EK 72

Vzorky €. 4 - 8 byly naockovany kulturami ze Sbirky kultur mlékarenskych mikroorga-

nismi Laktoflora™:

Vzorek €. 4 — Penicillium nalgiovensis CCDM 321
Vzorek €. 5 — Penicillium nalgiovensis CCDM 322
Vzorek €. 6 — Penicillium nalgiovensis CCDM 324
Vzorek €. 7 — Penicillium nalgiovensis CCDM 328
Vzorek €. 8 — Penicillium nalgiovensis CCDM 329

Vzorky €. 9 a 10 byly nao¢kovany kulturami ze Sbirky kultur mlékarenskych mikroorga-

nismt Laktoflora® ziskanymi ze syri camembertského typu.

Vzorek &. 9 — Penicillium camemberti CCDM 797
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Vzorek ¢. 10 — Penicillium camemberti CCDM 799

Kmeny P.camemberti jsou bézné vyuzivané pro vyrobu mekkych syri s plisni na povrchu.
Vzorky naockované kmeny P. camemberti slouzili tedy jako srovnavaci standardy, s nimiz

se porovnavaly vzorky naockované kmeny P. nalgiovensis.
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8 STANOVENI OBSAHU VOLNYCH AMINOKYSELIN

Pro stanoveni obsahu volnych aminokyselin byl do zkumavek navazen 1 g zhomogenizo-
van¢ho vzorku. K nému bylo ptidano 3 ml davkovaciho pufru. Takto ptfipravené zkumavky
byly umistény na tiepacku (BIOSAN Multibio 3D) po dobu 1 hodiny pro dikladnou ex-
trakci aminokyselin ze vzorku. Poté byly zkumavky umistény do odstiedivky, kde se po-
nechaly pii teploté 20 °C a otackach 4 500 ot.min™. po dobu 30 minut. Poté byla kapalna
faze odd¢€lena paralelné do dvou eppendorfovych zkumavek a takto umisténa do lednice do
druhého dne. Druhy den nasledovalo odstfedéni pii 4 °C a 10 000 ot..min™". po dobu 45
minut. Nasledné byly vzorky filtrovany ptes nylonové filtry o porozité¢ 0,45 pl do Cisté
eppendorfové zkumavky. Takto upraveny a zfiltrovany vzorek byl pouzit k vlastni analyze.
Analyza byla provadéna na analyzatoru aminokyselin AAA 400. Tento pfistroj pracuje na
principu stfedotlaké iontové-vymeénné kapalinové chromatografii s ninhydrinovou deriva-

tizaci a spektrofotometrickou detekci. Ptistroj dodava firma Ingos s.r.o.

Obr. 4 — AAA 400 [1]

Automaticky analyzitor aminokyselin je uren pro stanoveni aminokyselin
v hydrolyzatech bilkovin, peptidd, pro stanoveni volnych aminokyselin ve fyziologickych
roztocich a extraktech a pro stanoveni biogennich aminid. VSechny procesy pfistroje vcetné
vyhodnoceni vysledkt a tvorby protokolii fidi program CHROMuLAN dodavany s ptistro-
jem. [/]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

9 PROTEINOVY PROFIL (SDS-PAGE)

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného je separacni
technika uzivana v biochemii, imunologii, mikrobiologii a molekularni biologii k separaci
proteinil na zéklad¢ jejich elektroforetické pohyblivosti. Ta zavisi na délce polypeptidové-
ho tetézce, molekularni hmotnosti, stupni denaturace proteinu, posttranslatické modifikaci
a dalSich faktorech. Vzorek proteinu, ktery ma byt analyzovan, je nejdiive smichan s SDS,
ktery protein denaturuje. Denaturované proteiny jsou vlozeny do jamek polyakrylamido-
vého gelu, které jsou vyplnény vhodnym pufrem. Nésledné je do gelu vpustén elektricky
proud, diky kterému zaporn¢ nabité proteiny migruji skrz gel smérem k anod¢. Na zéklade
jejich velikosti se kazdy protein pohybuje skrz gel rozdilnou rychlosti. Mensi proteiny pro-
nikaji pory gelu snadnéji nez vétsi, které musi odolavat vétSimu odporu. Po néjakém Case
jsou proteiny na zakladé své molekulové hmotnosti rozdéleny. Nasledné je mozné apliko-
vat Coomassie blue, latku, kterd se na proteiny navaze a posléze je po odbarveni zviditelni.
Po odbarveni se da pak lehce zjistit molekularni hmotnost proteinu porovnanim s tzv. mar-

kerem, coz je protein znamé molekuldrni hmotnosti.

Pro vlastni stanoveni bylo tfeba vzorek upravit k analyze. Do Cistého sacku bylo navazeno
5 g vzorku syra, ktery byl nasledné homogenizovan s 20 ml neionizované vody po dobu 3
minut ve stomacheru. Poté byly vzorky inkubovany v termostatu 1 hodinu pfi teploté 40
°C. Poté byl vzorek promichan a rozdélen do dvou eppendorfovych zkumavek. Tyto zku-
mavky byly vlozeny do centrifugy (HERMLE Z 300 K) a byly centrifugovany30 minut pfi
4°C a 10 000 ot..min™". Z takto upraveného vzorku byl nasledné odstranén tuk. Pro vlastni
analyzu byla pfipravena smés 250 pl upraveného vzorku, 25 pl 2-merkaptoethanolu, 50 pl
20% SDS a 175 pl vzorkovaciho pufru. Smés v eppendorfce byla promichana a 10 minut
povatena pii 100 °C v suchém blokovém termostatu Bio-TDB-100. Vzorky byly uchovany

pii mrazirenskych teplotach az do vlastni analyzy.

Pro vlastni analyzu byla pouzita vertikalni elektroforetické aparatura (Bio-Rad) viz Ptiloha
III. Tato aparatura slouzi pro dva gely soucasné. Slozeni roztokti a gelti pro SDS-PAGE je

uvedeno v priloze I'V.

Pro separaci byl zvolen 15% separacni gel. Po promichani vSech komponent pro 15% gel
byl roztok ihned aplikovan pomoci pasterovy automatické pipety mezi skla do vysky tak,
aby od vrchni hrany skla byl volny prostor cca 5 cm. Pro zamezeni polymerace na vzduchu

se gel pfevrstvil malym mnozstvim vody. Gel polymeroval ptfi pokojové teploté asi 45 mi-
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nut. Po této dobé byla voda pro zabranéni polymerace na vzduchu vylita a byl ptipraven
tzv. 5% koncentracni gel, kterym se pak ptevrstvil separacni gel. Do nalitého roztoku 5%
gelu byl vsunut plastovy hieben pro vytvotreni jamek. Polymerace pak probihala do druhé-

ho dne, kdy jiz bylo mozné aplikovat vzorky.

Druhy den byl z gelu hieben vyjmut. Skla byla pfenesena do aparatury a do horni vany byl
nalit elektrodovy pufr tak, aby byly vzniklé jamky naplnény timto pufrem, coz bylo dulezi-
té pro nandseni vzorkl. Vzorky byly nanaSeny pomoci automatické pipety. Po zaplnéni
vSech jamek riznymi vzorky byla aparatura pfipravena ke spusténi. Pro putovani proteinti
v koncentra¢nim gelu byla nastavena hodnota proudu 75 mA. Jakmile proteiny doputovaly
k separacnimu gelu, byla hodnota proudu zvysena na 95 mA. Elektroforéza byla ukoncena,
az proteiny doputovaly ke spodni ¢asti separa¢niho gelu. Elektroforéza trvala asi 4 hodiny.
Poté byly gely uvolnény ze skel, odstranil se koncentracni gel. Separa¢ni gel byl fixovan
ve fixaénim roztoku po dobu 30 minut. Néasledné byl barven pomoci barviciho roztoku 1
hodinu.Odbarveni gelu pomoci odbarvovaciho roztoku probihalo do druhého dne. SloZeni

fixacniho, barviciho 1 odbarvovaciho roztoku je uvedeno v piiloze IV. [26, 28, 46, 57]
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10 METODY VYHODNOCENI

10.1 Regresni a korela¢ni analyza

Ukolem regresni a korelaéni analyzy je hledani, zkoumani a hodnoceni souvislosti (zavis-
losti) mezi dvéma a vice statistickymi znaky. Cilem tohoto zkoumani je hlubsi vniknuti do
podstaty sledovanych jevl a procest urcité oblasti, a tim 1 pfiblizeni k tzv. pfi¢innym sou-
vislostem. Pfi¢innou souvislosti mezi napt. dvéma jevy se rozumi situace, kdy existence
urcitého jevu souvisi s existenci jiného jevu. Pro potfeby regresni a korelacni analyzy byva
vhodné rozlisit jednostranné a vzadjemné souvislosti. Jednostrannymi zavislostmi se zabyva
regresni analyza. Jde o situaci, kdy proti sob¢ stoji nezavisle proménné v uloze ,,pfi¢in® a
zévisle proménnd v tloze ,,ndsledku®. Snahou je odpovédét na otazky, které se tykaji for-
my zmén. Vzajemnymi (vétSinou linearnimi) zavislostmi se zabyva tzv. korela¢ni analyza.
V korelaéni analyze se klade diiraz vice na tzv. intenzitu vzajemného vztahu nez na zkou-
mani veli¢in ve sméru priiny — nasledek. Z vypocetnich 1 interpretacnich hledisek vSak
dochdzi k znaénému prolindni obou pfistupi a statistickd literatura nebyva pii odliSovani
metod regresni a korela¢ni analyzy jednotna. Souhrnem lze fici, ze hlavni tikoly regresni a
korela¢ni analyzy pii zkoumani statistickych zavislosti se tykaji prub¢hu zavislosti a jeji

intenzity.

Zakladni metodou regresni analyzy je graficka metoda, kdy je prib¢h zavislosti zndzornén
ve form¢ bodového diagramu, ve kterém kazda dvojice pozorovani x a y tvoii jeden bod
tohoto grafu. Podle pribéhu bodového grafu je pak mozné rozhodnout, jaky typ konkrétni
regresni funkce by byl pro popis sledované zavislosti nejvhodnéjsi. Pro vypocet parametr
linearni regrese byla pouzita metoda nejmensSich ¢tverct, kterd slouzi k nalezeni takového
feSeni, aby souCet druhych mocnin chyb nalezeného feSeni byl minimalni, zjednoduSeng,
aby soucet ¢tverct odchylek byl co nejmensi. Sila zavislosti byla métena pomoci koefici-
entu korelace. V ptipad¢ funk¢ni zavislosti nabyva hodnoty 1, v pfipad¢ nezéavislosti hod-
noty nula. Cim vice se koeficient korelace blizi jedné, tim se povazuje dana zavislost za
silngjsi, a tedy dobie vystizenou regresni funkci, ¢im vice se bude blizit nule, tim je dana

zavislost slabsi a regresni funkce méné vystizna.

Vysledky byly také podrobeny korela¢ni analyze, kde tésnost zavislosti byla méfena po-
moci Spearmanova koeficientu potfadové korelace pro maly pocet dat. Koeficient korelace

potfadovych ¢isel mize nabyvat hodnot (—1;1). V diplomové¢ praci byla sledovana vyznam-
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nost zavislosti vyvoje jednotlivych aminokyselin. Sledoval se vztah mezi zavislosti vyvoje
leucinu a ostatnich AMK. Leucin je dle [/5] charakteristickou AMK syra, jelikoz jako

volny vznikd pfi zrani syra ¢innosti bakterii. [47]

10.2 Shlukova analyza

Shlukové analyza je vicerozmérna statisticka metoda, ktera se pouziva ke klasifikaci ob-
jektd. Cilem shlukové analyzy je v dané mnoZzin€ objektli nalézt jeji podmnoziny (shluky
objektit) tak, aby si ¢lenové shluku byli navzijem podobni, ale nebyli si piili§ podobni
s objekty mimo tento shluk. Shlukovaci metody lze rozdé€lit podlé cilii, k nimiz sméfuji, na
hierarchické a nehierarchické. Pro vyhodnoceni SDS-PAGE byla pouzita metoda hierar-
chického shlukovani. Hierarchické shlukovani je systém navzajem riznych, neprazdnych
podmnozin mnoziny, v némz se prunikem kazdych dvou podmnozin je bud’ jedna z nich
nebo prazdna mnozina a v némz existuje alespoil jedna dvojice podmnozZin, jejichZ prini-
kem je jedna z nich. Pribéh celého procesu shlukovani se obvykle znazornuje ve formé
tzv.dendogramu. Dendrogram je binarni strom znazornujici hierarchické shlukovani. Kaz-
dy uzel tohoto stromu piedstavuje shluk. Horizontalni fezy dendrogramem jsou rozklady
ze shlukovaci sekvence. Vertikalni smér v dendrogramu ptedstavuje ,,vzdalenost mezi

shluky (rozklady). [50]
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III. VYSLEDKY A DISKUZE
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11 VYSLEDKY

11.1 Vyvoj obsahu vSech volnych AMK v ¢ase

Byl sledovan vyvoj FAA u jednotlivych vzorka v pribéhu 48 dnii zrani. Syry zraly prvnich
14 dni pfti teploté 15 °C a poté byla teplota snizena na 6 °C az do konce zrani. Na nasledu-
jicim obrazku je mozné shlédnout grafické vyjadieni vyvoje souctu obsahli vSech volnych
aminokyselin (FAA) v prubéhu 48 dnti zrani pro vSech 10 kultur. Na ose x jsou vyznaceny
vSechny kultury pouzité pii ockovani. Jednotlivé sloupce odpovidaji poctu dni zrani.
Sloupce A odpovidaji dobé zrani 6 dni, sloupce B odpovidaji dobé zrani 14 dni, sloupce C
odpovidaji dob¢ zrani 21 dni, sloupce D odpovidaji dob¢ zrani 34 dni a sloupce E odpovi-
daji dob¢ zrani 48 dni. Osa y predstavuje mnozstvi v§ech FAA obsazenych v syrech. Vstup

znaci soucet obsahltit FAA v syrech pfed ockovanim.

Obr. 5 — Grafické vyjadreni vyvoje souctu obsahii vS§ech FAA pro vSechny kultury
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Z grafického znazornéni vyvoje souctu obsahil vSech FAA pro vSechny kultury je mozné

usoudit nasledujici:

- nejmensi obsah FAA se nachézi u syru pred vlastnim o¢kovanim,
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- nejveétsi obsah FAA se nachazi u vzorkt, které byly analyzovany po 48 dnech zrani,

- kmeny plisni P.nalgiovensis maji obecné vétsi proteolytickou aktivitu nez kmeny
plisni P.camemberti,

-z kment P.nalgiovensis maji nejmensi proteolytickou aktivitu P.nalgiovensis M-
EK 6 (vzorek €. 2), P.nalgiovensis M-EK 72 (vzorek €. 3) a P.nalgiovensis CCDM
321 (vzorek ¢. 4),

11.2 Vyvoj jednotlivych FAA v case

V grafech je mozné shlédnout vyvoj obsahu vSech FAA pro jednotlivé vzorky v ¢ase. Dale
jsou znazornény vyvoje obsahi volného leucinu jako charakteristické AMK v ¢ase pro
jednotlivé vzorky. [8]. V tabulkach je zndzornéna rovnice regrese a také hodnota korelac-

niho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na Case pro jednotlivé vzorky.

11.2.1 Vzorek ¢.1

Na grafu 2 je mozné shlédnout vyvoj obsahu souctu FAA v ¢ase pro vzorek ¢.1 naockova-
ny kulturou P.nalgiovensis M-EK 4. Graf 3 vyjadiuje vyvoj obsahu volného leucinu v case
pro vzorek ¢€.1. V tabulce 2 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty korelacnich koe-

ficienti zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na Case pro vzorek ¢.1

Obr. 6 — Grafické zndazorneni vyvoje obsahu souctu FAA v c¢ase pro vzorek ¢. 1
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Obsah (g.kg™)

Obr. 7 - Grafické znazornéni vyvoje obsahu volného leucinu v case pro vzorek ¢. 1
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AMK Rovnice regrese Korelaé¢ni koeficient
Cystein y = 0,005x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y =0,0656x + 0,0283 0,9715
Threonin y =0,0425x + 0,1154 0,9197
Serin y =0,0469x + 0,0143 0,9326
Asparagin y =0,0123x + 0,1503 0,8725
Kyselina glutamova y =0,1493x + 0,7706 0,9309
Glutamin y =0,0461x - 0,1599 0,8664
Prolin y =0,0525x - 0,134 0,9097
Glycin y =0,0209x + 0,0636 0,9150
Alanin y =0,0302x + 0,0747 0,9821
Citrulin y =0,0057x - 0,0096 0,8341
Valin y=0,067x + 0,2618 0,9305
Methionin y =0,0644x + 1,5612 0,6002
Isoleucin y =0,0581x + 0,1454 0,9089
Leucin y =0,1085x + 0,609 0,9016
Tyrosin y =0,0428x + 0,2757 0,9073
Fenylalanin y =0,0606x + 0,2928 0,9018
Arginin y=0,0154x + 0,4161 0,7127
Ornithin y=0,0017x +0,1175 0,4613
Lysin y =0,1002x + 0,7869 0,9058
Histidin y =0,0262x + 0,2229 0,8764
Kyselina y-aminomaselnad | y = -0,0002x + 0,1278 0,0424
Kyselina cysteova y =0,0144x + 0,4305 0,6234
Etanolamin y=10,0016x + 0,0168 0,6434

Tab. 2 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

S vyjimkou kyseliny cysteové, methioninu, kyseliny y-aminomdselné, ornithinu a etanola-

minu je mozné soudit, Ze zavislost obsahu FAA na dob¢ zrani je vysoka. Nejvyssi zavislost
na moznost piisobeni jinych faktorti na obsah této aminokyseliny, neZ je doba zrani.

11.2.2 Vzorek ¢. 2

Vzorek €. 2 byl naoCkovany kulturou P.nalgiovensis M-EK 6. Na grafu 4 je znazornén
vyvoj obsahu souctu FAA v ¢ase pro vzorek ¢.2. Graf 3 vyjadiuje vyvoj obsahu volného
leucinu v case pro vzorek ¢.2. V tabulce 3 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty

korela¢nich koeficientii zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na case pro vzorek ¢.2

Obr. 8 — Grafické znazorneni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 2
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Obr. 9 — Grafické znazorneni vyvoje obsahu volného leucinu pro vzorek ¢. 2
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Tab. 3 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

case pro vzorek ¢. 2

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein *

Kyselina asparagova y =0,0315x + 0,0325 0,8947
Threonin y =0,0223x + 0,0372 0,9137
Serin y =0,0219x + 0,0234 0,9120
Asparagin y =0,0106x + 0,0863 0,3551
Kyselina glutamova y =0,0839x + 0,2402 0,9785
Glutamin y =0,0305x - 0,0138 0,8706
Prolin y =0,0209x - 0,022 0,9769
Glycin y=0,011x +0,0514 0,8501
Alanin y=0,017x + 0,0527 0,9645
Citrulin y =0,0034x + 0,0179 0,8798
Valin y =0,0322x + 0,1983 0,9169
Methionin y =0,0652x + 0,0941 0,9493
Isoleucin y =0,0301x + 0,0764 0,8878
Leucin y =0,0518x + 0,3701 0,9005
Tyrosin y =0,0279x + 0,1673 0,9010
Fenylalanin y =0,0333x + 0,1897 0,9289
Arginin y=0,0128x +0,1691 0,9050
Ornithin y =0,0013x + 0,0817 0,5702
Lysin y =0,0601x + 0,4622 0,9173
Histidin vy =0,0159x + 0,0786 0,9387
Kyselina y-aminomaselna y = 8E-05x + 0,08 0,0283
Kyselina cysteova y =0,0126x + 0,2349 0,7715
Etanolamin y =0,0006x + 0,0018 0,9999

* rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu nebyla urcena

S vyjimkou asparaginu, kyseliny y-aminomaselné a ornithinu je tésnost zavislosti obsahu
FAA na dob¢ zrani vysokd, tzn. obsah aminokyselin se s prodluzujici délkou zrani zvyso-
val. Cystein byl stanoven pouze u vstupni suroviny, proto nebyla ur€ena rovnice regrese a
hodnota korela¢niho koeficientu pro tuto aminokyselinu. Nejvyssi tésnost zavislosti obsa-
hu FAA na dob¢ zrani je sledovana u etanolaminu. Nejnizsi té€snost je sledovéna u y-
aminomaselné kyseliny, u které je predpoklddan vliv jinych Cinitelti na obsah této amino-

kyseliny, nez je doba zrani.

11.2.3 Vzorek ¢. 3

Na grafu 6 je mozné shlédnout vyvoj obsahu souc¢tu FAA v case pro vzorek ¢.3 naockova-
ny kulturou P.nalgiovensis M-EK 72. Graf 7 vyjadiuje vyvoj obsahu volného leucinu
v Case pro vzorek €.3. V tabulce 4 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty korelac-

nich koeficientll zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na ¢ase pro vzorek ¢.3.
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Obr. 10 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 3
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case pro vzorek ¢. 3

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein *

Kyselina asparagova 0,0347x - 0,0794 0,9631
Threonin y =0,0226x - 0,0192 0,9741
Serin y =0,0238x - 0,0295 0,9814
Asparagin y =-0,0014x +0,2233 0,1562
Kyselina glutamova y =0,0895% - 0,0236 0,9786
Glutamin y =0,0076x + 0,1614 0,4534
Prolin y =0,0133x - 0,0673 0,7836
Glycin y =0,0164x - 0,0127 0,9930
Alanin y=0,0143x +0,0016 0,9514
Citrulin y =0,0028x + 0,0111 0,8728
Valin y =0,0339x + 0,0134 0,9554
Methionin y = 0,0536x + 0,3664 0,7125
Isoleucin y =0,0354x - 0,0193 0,9882
Leucin y =0,0598x + 0,2023 0,9821
Tyrosin y=0,015x + 0,294 0,6672
Fenylalanin y =0,0349x + 0,1261 0,9690
Arginin y =0,0086x + 0,1987 0,7574
Ornithin y =0,0051x + 0,0212 0,9879
Lysin y =0,0666x + 0,2013 0,9647
Histidin y =0,0188x +0,0217 0,9958
Kyselina y-aminomaselnd | y = 0,0008x + 0,0673 0,2939
Kyselina cysteova y =0,0097x + 0,2071 0,7215
Etanolamin y =0,0008x + 0,0012 0,9962

Tab. 4 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozZstvi FAA na

* rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu nebyla urcena

U asparaginu, glutaminu, tyrosinu a kyseliny y-aminomaselné je t€snost zavislosti obsahu
FAA na dob¢ zrani niz$i, nez u ostatnich aminokyselin, je tedy vhodné se domnivat, ze na
obsah zminénych aminokyselin nemé velky vliv doba zrani, ale ze zde pisobi i jini Cinite-
1¢, ktefi se vyznamnéji podili na obsahu téchto aminokyselin. Cystein byl stanoven pouze u
vstupni suroviny, nebyla tedy u této aminokyseliny vyjadiena rovnice regrese a hodnota
korela¢niho koeficientu. Nejvyssi zavislost obsahu FAA na dobé zrani je mozné sledovat u

ethanolaminu, nejniz§i u asparaginu.

11.2.4 Vzorek ¢. 4

Vzorek ¢.4 byl naockovany kulturou P.nalgiovensis CCDM 321. Na grafu 8 je znazornén
vyvoj obsahu souctu FAA v Case pro vzorek ¢.4. Graf 9 vyjadiuje vyvoj obsahu volného
leucinu v ¢ase pro vzorek ¢.4. V tabulce 5 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty

korelacnich koeficientii zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na Case pro vzorek ¢.4.
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Obr. 12 — Grafické zndazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 4
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Obr. 13 — Graficke znazornéni vyvoje obsahu volného leucinu v case pro vzorek ¢. 4

Obsah (g.kg™)

3,5 -

3 4

- N
(@] N ()]
| | |

-_—
|

0,5 -

y = 0,0587x + 0,2147
R? = 0,9271

10 20 30 40 50 60
Cas (dny)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

55

Tab. 5 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

case pro vzorek ¢. 4

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein y =0,0154x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y =0,0542x - 0,016 0,9477
Threonin y =0,0256x + 0,073 0,9345
Serin y =0,0349x - 0,0756 0,9932
Asparagin y =0,0032x + 0,0117 0,6783
Kyselina glutamova y=0,1471x+ 0,1385 0,9789
Glutamin y =0,0098x + 0,0218 0,9616
Prolin y=0,0114x - 0,0351 0,9392
Glycin y =0,0155x + 00,0492 0,9026
Alanin y=0,0155x +0,0212 0,9925
Citrulin y =0,0037x + 0,0169 0,7305
Valin y =0,0373x + 0,0264 0,9925
Methionin y =0,0352x +0,6017 0,6958
Isoleucin y = 0,0434x + 0,0052 0,9780
Leucin y =0,0587x + 0,2147 0,9629
Tyrosin y =0,0313x + 0,0656 0,9749
Fenylalanin y =0,0415x + 0,1679 0,9456
Arginin y=0,0169x +0,1237 0,9331
Ornithin y = 0,0066x + 0,092 0,6063
Lysin y =0,1056x + 0,1143 0,9775
Histidin y =0,0245x + 0,158 0,9052
Kyselina y-aminomaselnd | y = 0,0012x + 0,0538 0,4410
Kyselina cysteova y =0,0149x + 0,1352 0,8791
Etanolamin y =0,0013x + 0,0027 0,9966

S vyjimkou asparaginu, methioninu, kyseliny y-aminomaselné a ornithinu je moZné soudit,

ze zévislost obsahu FAA na dob¢ zrani je vysoka. Nejvyssi zavislost vykazoval cystein.

Nejmensi zavislost méla kyselina y-aminomdselnd, coz poukazuje na moznost pusobeni

jinych faktorti na obsah této aminokyseliny, nez je doba zrani.

11.2.5 Vzorek ¢. 5

Na grafu 10 je zndzornén vyvoj obsahu souctu FAA v Case pro vzorek ¢.5. Tento vzorek

byl naockovany kulturou P.nalgiovensis CCDM 322. Graf 11 vyjadiuje vyvoj obsahu vol-

ného leucinu v ¢ase pro vzorek ¢.5. V tabulce 6 je mozné shlédnout rovnice regrese a hod-

noty korela¢nich koeficientl zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na ¢ase pro vzorek ¢.5.
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Obr. 14 — Grafické zndazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 5
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Obr. 15 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu volného leucinu v case pro vzorek ¢. 5
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case pro vzorek ¢. 5

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein y =0,0076x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y =0,0723x - 0,3169 0,9412
Threonin y =0,0355x - 0,1074 0,9616
Serin y =0,0289x - 0,0797 0,9791
Asparagin y=0,0152x - 0,2577 0,8118
Kyselina glutamova y =0,2014x - 0,6749 0,9584
Glutamin y =0,0148x - 0,0315 0,7997
Prolin y =0,0107x - 0,0262 0,8699
Glycin y =0,0203x - 0,0477 0,9690
Alanin y =0,0199x - 0,0405 0,8984
Citrulin y =0,006x - 0,0195 0,9048
Valin y =0,0478x - 0,2217 0,9437
Methionin y =0,0643x - 0,0476 0,7446
Isoleucin y =0,0501x - 0,1543 0,9646
Leucin y =0,0774x - 0,1571 0,9309
Tyrosin y =0,0233x + 0,1258 0,9625
Fenylalanin y =0,0596x - 0,1247 0,9680
Arginin y =0,0105x + 0,2025 0,8280
Ornithin y =0,0139x - 0,0431 0,8311
Lysin y=0,1175x +0,0559 0,9806
Histidin y =0,0356x + 0,0018 0,9746
Kyselina y-aminomaselna | y =-0,0003x + 0,0863 0,1054
Kyselina cysteova y=0,0177x + 0,0738 0,8971
Etanolamin y =0,0016x - 0,0048 0,8935

Tab. 6 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

Kromé y-aminomaselné kyseliny byla tésnost zavislosti obsahu FAA na dob¢ zrani vysoka,
lze tedy fici, ze obsah aminokyselin u vzorku naockovaného kulturou ¢. 5 roste

s prodluzujici se dobou zrani. Nejvyssi tésnost zavislosti byla u cysteinu.

11.2.6 Vzorek ¢. 6

Na grafu 12 je mozné shlédnout vyvoj obsahu souctu FAA v ¢ase pro vzorek ¢.6 naocko-
vany kulturou P.nalgiovensis CCDM 324. Graf 13 vyjadtuje vyvoj obsahu volného leucinu
v Case pro vzorek €.6. V tabulce 7 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty korelac-

nich koeficientll zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na ¢ase pro vzorek ¢.6.
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Obr. 16 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 6
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Obr. 17 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu volného leucinu v case pro vzorek ¢. 6
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Tab. 7 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

case pro vzorek ¢. 6

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein y =0,0184x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y=0,1041x - 0,2886 0,9848
Threonin y =0,0575x - 0,093 0,9906
Serin y =0,0467x - 0,066 0,9910
Asparagin y =0,0213x - 0,1863 0,9638
Kyselina glutamova y =0,3006x - 0,6321 0,9948
Glutamin y =0,014x + 0,0846 0,8781
Prolin y =0,0491x - 0,368 0,8540
Glycin y =0,0289x - 0,0037 0,9746
Alanin y =0,035x - 0,0416 0,9923
Citrulin y =0,0079x - 0,0208 0,9758
Valin y = 0,0866x% - 0,3302 0,9661
Methionin y=0,1018x + 0,1006 0,7312
Isoleucin y =0,0942x - 0,2841 0,9895
Leucin y=0,1139x - 0,0851 0,9148
Tyrosin y =0,0454x - 0,0078 0,9856
Fenylalanin y =0,0871x - 0,0723 0,9907
Arginin y =0,0251x + 0,2034 0,9401
Ornithin y=0,014x + 0,0616 0,7712
Lysin y =0,1634x + 0,1834 0,9989
Histidin y = 0,0494x + 0,0959 0,9846
Kyselina y-aminomaselna | y = 0,0013x + 0,1055 0,3396
Kyselina cysteova y =0,0278x + 0,0818 0,9907
Etanolamin y =0,0033x - 0,0079 0,9404

Tésnost zavislosti obsahu na dobé zrani je vysoka s vyjimkou y-aminomaselné kyseliny, u

které je tedy mozné predpokladat plisobeni jinych faktord na jeji obsah mimo dobu zrani.

Nejvyssi tésnost zavislosti obsahu FAA na dob¢ zréni je u cysteinu.

11.2.7 Vzorek ¢. 7

Vzorek €.7 byl naockovany kulturou P.nalgiovensis CCDM 328. Na grafu 14 je znazornén

vyvoj obsahu souctu FAA v Case pro vzorek ¢.7. Graf 15 vyjadifuje vyvoj obsahu volného

leucinu v ¢ase pro vzorek €.7. V tabulce 8 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty

korelacnich koeficientii zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na ¢ase pro vzorek €.7.
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Obr. 18 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 7
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Obr. 19 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu volného leucinu v case pro vzorek ¢. 7

Obsah (g.kg™)
w

2 y = 0,1431x - 0,2942
1 R? = 0,9334

0 ¢

40 10 20 30 40 50 60

Cas (dny)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

61

Tab. 8 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

case pro vzorek ¢. 7

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein y =0,0168x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y =0,1008x - 0,3521 0,9833
Threonin y =0,0643x - 0,1788 0,9534
Serin y =0,0648x - 0,3112 0,9464
Asparagin y=0,0112x +0,1286 0,7675
Kyselina glutamova y=0,2145x + 0,2417 0,9593
Glutamin y =0,0295x - 0,0966 0,8238
Prolin y =0,0484x - 0,3638 0,9208
Glycin y =0,0387x - 0,0764 0,9880
Alanin y =0,0451x - 0,1602 0,9801
Citrulin y =0,0086x% - 0,0265 0,9690
Valin y =0,0983x - 0,7075 0,9502
Methionin y=0,1229x - 0,1922 0,7660
Isoleucin y =0,0875x - 0,2338 0,9624
Leucin y=0,1431x - 0,2942 0,9661
Tyrosin y =0,0443x + 0,0944 0,9435
Fenylalanin y =0,0888x - 0,0968 0,9704
Arginin y=0,031x + 0,1496 0,8550
Ornithin y =0,0162x + 0,0256 0,9413
Lysin y=0,1331x + 0,4922 0,9427
Histidin y = 0,0543x + 0,0087 0,9655
Kyselina y-aminomaselna | y = 0,0014x + 0,0855 0,4326
Kyselina cysteova y =0,0208x + 0,1743 0,8931
Etanolamin y =0,0025% - 0,0007 0,9926

Kromé y-aminomaselné kyseliny byla tésnost zavislosti obsahu FAA na dob¢ zrani vysoka,

lze tedy fici, ze obsah aminokyselin u vzorku naockovaného kulturou ¢. 7 roste

s prodluzujici se dobou zrani. Nejvyssi tésnost zavislosti obsahu FAA na ¢ase 1ze sledovat

u cysteinu.

11.2.8 Vzorek ¢. 8

Na grafu 16 je zndzornén vyvoj obsahu souctu FAA v Case pro vzorek ¢.8. Tento vzorek

byl naockovany kulturou P.nalgiovensis CCDM 329. Graf 17 vyjadiuje vyvoj obsahu vol-

ného leucinu v ¢ase pro vzorek ¢.8. V tabulce 9 je mozné shlédnout rovnice regrese a hod-

noty korela¢nich koeficientl zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na ¢ase pro vzorek ¢.8.
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Obr. 20 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 8
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Tab. 9 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

case pro vzorek ¢. 8

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein y =0,0113x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y =0,1098x - 0,3545 0,9839
Threonin y =0,064x - 0,1104 0,9932
Serin y =0,0714x - 0,2721 0,9847
Asparagin y =0,0251x - 0,2701 0,8494
Kyselina glutamova y =0,265x - 0,5872 0,9658
Glutamin y =0,0475x - 0,1653 0,8705
Prolin y =0,0792x - 0,5325 0,9366
Glycin y =0,0349x - 0,0543 0,9880
Alanin y =0,0484x - 0,137 0,9875
Citrulin y =0,007x - 0,0316 0,8620
Valin y=0,1162x - 0,5112 0,9979
Methionin y=0,1248x + 0,139 0,7996
Isoleucin y =0,0927x - 0,1964 0,9962
Leucin y=0,1689x - 0,2654 0,9947
Tyrosin y =0,0519x + 0,0385 0,9335
Fenylalanin y =0,0969x - 0,0557 0,9910
Arginin y =0,0351x + 0,2263 0,9596
Ornithin y =0,0049x + 0,0725 0,9167
Lysin y =0,1663x + 0,1444 0,9970
Histidin y =0,0438x + 0,0759 0,9847
Kyselina y-aminomaselna | y = 0,0008x + 0,1225 0,1918
Kyselina cysteova y =0,0398x + 0,0102 0,9591
Etanolamin y =0,0022x + 0,0022 0,9997

V porovnani s ostatnimi Ize sledovat u y-aminomadselné kyseliny velmi malou té€snost z4-

vislosti obsahu FAA na dob¢ zrani. Z této malé zavislosti vyplyva, Ze na obsah této amino-

kyseliny plsobi ve vétsi mife jini Cinitelé, nez je doba zrani. Nejvyssi tésnost zavislosti

obsahu FAA na dob¢ zrani je u cysteinu.

11.2.9 Vzorek ¢. 9

Na grafu 18 je mozné shlédnout vyvoj obsahu souctu FAA v ¢ase pro vzorek ¢.9 naocko-

vany kulturou P.camemberti CCDM 797. Graf 19 vyjadfuje vyvoj obsahu volného leucinu

v Case pro vzorek ¢.9. V tabulce 10 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty korelac-

nich koeficientl zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na ¢ase pro vzorek ¢.9.
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Obr. 22 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v c¢ase pro vzorek ¢. 9
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Obr. 23 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu volného leucinu v case pro vzorek ¢. 9
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case pro vzorek ¢. 9

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein y =0,001x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y =0,0236x - 0,0671 0,8892
Threonin y =0,0054x + 0,0149 0,9367
Serin y =0,0096x - 0,0175 0,9290

Asparagin *

Kyselina glutamova y =0,0564x - 0,2131 0,8932
Glutamin y=0,0141x+ 0,1582 0,6598
Prolin y =0,0225x - 0,1375 0,8753
Glycin y =0,0071x - 0,0236 0,8959
Alanin y =0,0053x + 0,03 0,8490
Citrulin y =0,0032x - 0,0162 0,8941
Valin y =0,0191x - 0,0661 0,8720
Methionin y=0,0167x +0,1202 0,6098
Isoleucin y =0,0149x% - 0,0542 0,9071
Leucin y = 0,0246x + 0,0706 0,8894
Tyrosin y=0,0017x + 0,1018 0,3689
Fenylalanin y=0,013x +0,0372 0,9435
Arginin y =-0,0018x +0,1529 0,3256
Ornithin y =0,0047x + 0,0057 0,9221
Lysin y =0,0273x + 0,1053 0,8793
Histidin y =0,0078x + 0,0356 0,8534
Kyselina y-aminomaselnad | y =-0,0008x + 0,0788 0,2161
Kyselina cysteova y =0,0035x + 0,1063 0,5787
Etanolamin y = 0,0002x + 0,0009 0,8971

Tab. 10 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

* rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu nebyla urcena

Tésnost zavislosti obsahu FAA na dobé¢ zrani je vysokd, vyjimku tvoii kyselina cysteova,
glutamin, methionin, kyselina y-aminomaselna a arginin, u nichz se ptedpoklada vliv ji-
nych Cinitell na jejich mnozstvi, nez je doba zrani. U asparaginu nebyla vyjadiena rovnice
regrese ani hodnota korela¢niho koeficientu, jelikoz tato aminokyselina byla stanovena
pouze po 34 dnech zrani. Nejvyssi tésnost zavislosti obsahu FAA na dob¢ zrani je mozné
sledovat u cysteinu. Nejnizsi tésnost zavislosti obsahu FAA na dobé¢ zrani byla u kyseliny

y-aminomaselné.

11.2.10 Vzorek ¢. 10

Vzorek €. 2 byl naockovany kulturou P.camemberti CCDM 799. Na grafu 20 je zndzornén
vyvoj obsahu sou¢tu FAA v ¢ase pro vzorek ¢.10. Graf 21 vyjadiuje vyvoj obsahu volného
leucinu v ¢ase pro vzorek ¢.10. V tabulce 11 je mozné shlédnout rovnice regrese a hodnoty

korelacnich koeficientii zavislosti mnozstvi jednotlivych FAA na €ase pro vzorek €.10.
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Obr. 24 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu souctu FAA v case pro vzorek ¢. 10
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Obr. 25 — Grafické znazornéni vyvoje obsahu volného leucinu v case pro vzorek ¢. 10
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Tab. 11 — Rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu zavislosti mnozstvi FAA na

case pro vzorek ¢. 10

AMK Rovnice regrese Korela¢ni koeficient
Cystein y =0,0014x + 0,0044 0,9999
Kyselina asparagova y =0,0195x - 0,0182 0,9908
Threonin y = 0,0059x - 0,0029 0,9702
Serin y = 0,0089x - 0,0222 0,9853

Asparagin *

Kyselina glutamova y =0,0386x - 0,0416 0,9844
Glutamin y =0,0273x + 0,0964 0,8304
Prolin y =0,0157x - 0,0502 0,9732
Glycin y =0,0056x - 0,0125 0,9888
Alanin y =0,0052x +0,0312 0,9556
Citrulin y = 0,0034x - 0,0099 0,9611
Valin y=0,0161x - 0,0087 0,9971
Methionin y =0,0099x + 0,2682 0,5404
Isoleucin y=0,0124x - 0,0217 0,9914
Leucin y =0,0258x + 0,0916 0,9927
Tyrosin y=0,0031x + 0,0731 0,7061
Fenylalanin y =0,0126x + 0,0574 0,9962
Arginin y =0,0023x + 0,0835 0,4459
Ornithin y =0,0041x + 0,0501 0,7259
Lysin y=0,027x +0,1143 0,9839
Histidin y = 0,0068x + 0,0262 0,9847
Kyselina y-aminomaselnd | y = 0,0004x + 0,0327 0,3354
Kyselina cysteova y =0,0043x + 0,1123 0,6581
Etanolamin y =0,0005x - 0,0007 0,8694

* rovnice regrese a hodnota korelacniho koeficientu nebyla urcena

Az na kyselinu cysteovou, methionin, kyselinu y-aminomaselnou a arginin je tésnost zavis-
losti obsahu FAA na dobé¢ zrani vysoka, coz znamend, ze obsah téchto aminokyselin roste
s prodluzujici se dobou zrani. Asparagin nebyl stanoven, nebyla tedy vyjadiena rovnice
regrese ani hodnota korela¢niho koeficientu pro tuto aminokyselinu. Nejvyssi té€snost za-

cvwr

aminomaselné.

11.3 Korela¢ni analyza zavislosti vyvoje jednotlivych FAA

Pomoci korela¢ni analyzy byla sledovana vzajemna zavislost vyvoje obsahu jednotlivych
FAA u vzorki 1 — 10 po dobu zréni 48 dni. Byla sledovdna vyznamnost korelace mezi

leucinem a ostatnimi aminokyselinami v jednotlivych vzorcich.

Vzorky €. 1 a 2 vykazovaly naprosto stejné vysledky korela¢ni analyzy, proto jsou tyto

vysledky uvedeny soucasné. Na 0,1% hladiné vyznamnosti byla pozitivni korelace leucinu
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s asparaginem, isoleucinem a histidinem. Na 1% hladin¢ vyznamnosti byla pozitivni kore-
lace zjiSténa mezi leucinem a threoninem, serinem, kyselinou glutamovou, glycinem, ala-
ninem, valinem, fenylalaninem, lysinem a argininem; korelacni koeficient byl 0,9429. Na
5% hladin€ vyznamnosti byla pozitivni korelace mezi leucinem a kyselinou asparagovou,
prolinem, citrulinem, methioninem a tyrosinem (korela¢ni koeficienty byly v rozmezi
(0,7590; 0,8286)) Nevyznamna korelace byla zjisténa u vzorku ¢. 1 mezi leucinem a cys-
teinem a to na hladiné vyznamnosti vétsi nez 5 % s korelaénim koeficientem —0,6547. U

vzorku €. 2 leucin nekoreloval s cysteinem.

Na 0,1% hladin¢ vyznamnosti byla u vzorku €. 3 pozitivni korelace zji§téna mezi leucinem
a kyselinou asparagovou, threoninem, kyselinou glutamovou, glycinem, isoleucinem, fe-
nyalaninem, ornithinem, lysinem a histidinem. Pozitivni korelace na hladin€ vyznamnosti
1 % s korela¢nimi koeficienty v rozmezi (0,8857; 0,9429) byla mezi leucinem a serinem,
alaninem, citrulinem, valinem a argininem. Asparagin a methionin vykazovaly pozitivni
korelaci s leucinem na hladiné¢ vyznamnosti 5 % s korela¢nimi koeficienty v rozmezi

(0,7590; 0,8286). Korelace mezi leucinem a cysteinem nebyla u tohoto vzorku prokdzana.

Vzorek €. 4 vykazoval nasledujici statistické vyznamnosti: na 0,1% hladiné¢ vyznamnosti
byla pozitivni korelace mezi leucinem a serinem, kyselinou glutamovou, valinem, isoleu-
cinem, tyrosinem, fenylalaninem, alalninem a lysinem. Na 1% hladin¢ vyznamnosti byla
pozitivni korelace mezi leucinem a kys.cysteovou, asparaginem, threoninem, prolinem,
glycinem, citrulinem, histidinem a argininem s korela¢nimi koeficienty v rozmezi (0,8857;
0,9429). Na 5% hladiné vyznamnosti byla pozitivni korelace mezi leucinem a asparagi-
nem, glutaminem, methioninem a ornithinem s korelacnimi koeficienty v rozmezi (0,8286;
0,8804). Nevyznamna korelace byla zjiSténa mezi leucinem a cysteinem na hladiné vy-

znamnosti vyssi nez 5 % s korelacnim koeficientem —0,0676.

U vzorku €. 5 byla na 0,1% hladin€ vyznamnosti pozitivni korelace mezi leucinem a threo-
ninem, serinem, kyselinou glutamovou, glycinem, alaninem, valinem, isoleucinem, tyrosi-
nem, fenylalaninem, lysinem a histidinem. Na hladin¢ vyznamnosti 1 % s korelacnimi koe-
ficienty v rozmezi (0,8857; 0,9429) byla zjisténa pozitivni korelace mezi leucinem a proli-
nem, kyselinou asparagovou, citrulinem, ornithinem a argininem. Na hladiné vyznamnosti

5 % s korela¢nimi koeficienty v rozmezi (0,8286; 0,8804) byla pozitivni korelace mezi
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leucinem a kyseliny cysteové a asparaginu. Nevyznamna korelace byla zjiSténa mezi leu-

cinem a cysteinem s korelacnim koeficientem —0,0676.

Vzorek €. 6 vykazoval pozitivni korelaci na hladiné vyznamnosti 0,1 % mezi leucinem a
ornithinem. Na 1% hladin€¢ vyznamnosti byla pozitivni korelace mezi leucinem a kyselinou
cysteovou, kyselinou asparagovou, threoninem, serinem, kyselinou glutamovou, prolinem,
glycinem, alaninem, citrulinem, valinem, methioninem, isoleucinem, tyrosinem, fenylala-
ninem, lysinem a histidinem s korela¢nimi koeficienty v rozmezi (0,8857; 0,9429). Pozi-
tivni korelace mezi leucinem a asparaginem, glutaminem a argininem byla zji$téna na 5%
hladiné¢ vyznamnosti s korelaénimi koeficienty v rozmezi (0,8286; 0,8804). Nevyznamna
byla korelace na hladiné vyznamnosti vyss$i nez 5 % mezi leucinem a kyselinou y-

aminomaselnou a cysteinem s korela¢nimi koeficienty v rozmezi (—0,0857; —0,3043).

U vzorku €. 7 byla 0,1% hladiné¢ vyznamnosti pozitivni korelace mezi leucinem a kyseli-
nou asparagovou, threoninem, serinem, glycinem, alaninem, valinem, isoleucinem, fe-
nylalninem, ornithinem a histidinem. Dalsi pozitivni korelace na hladin¢ vyznamnosti 1 %
byla mezi leucinem a kyselinou glutamovou, prolinem, citrulinem, tyrosinem a lysinem
s korelacnim koeficientem 0,9429. Korelace na 5% hladin¢ vyznamnosti byla mezi leuci-
nem a kyselinou cysteovou, asparaginem, glutaminem, methioninem a argininem
s korelacnimi koeficienty v rozmezi (0,7714; 0,8804). Nevyznamna korelace na hladiné
vyznamnosti vyssi nez 5 % byla zjisténa mezi leucinem a cysteinem s korelacnim koefici-

entem —0,0676.

Vzorek ¢. 8 vykazoval tyto statistické vyznamnosti: na 0,1% hladiné vyznamnosti byla
pozitivni korelace mezi leucinem a kyselinou cysteovou, kyselinou asparagovou, threoni-
nem, serinem, kyselinou glutamovou, glycinem, alaninem, citrulinem, valinem, isoleuci-
nem, fenylalaninem, lysinem a histidinem. Na hladiné¢ vyznamnosti 1 % byla pozitivni
korelace mezi leucinem a prolinem, tyrosinem, ornithinem a argininem s korela¢nim koefi-
cientem 0,9429. Pozitivni korelace na hladiné vyznamnosti 5 % byla zjiSténa mezi leuci-
nem a asparaginem, glutaminem a methioninem s korelaénimi koeficienty v rozmezi
(0,7714; 0,8804). Nevyznamna korelace na hladin€ vyznamnosti vy$si nez 5 % byla mezi

leucinem a cysteinem s korela¢nim koeficientem —0,0676.

Vzorek €. 9 mél pozitivni korelace na hladin€ vyznamnosti 0,1 % byla mezi leucinem a

kyselinou glutamovou a fenylalaninem. Na hladiné vyznamnosti 1 % byla pozitivni kore-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

lace mezi leucinem a threoninem, serinem, prolinem, glycinem, valinem, isoleucinem a
lysinem s korela¢nimi koeficienty v rozmezi (0,8857; 0,9429). Na 5% hladiné vyznamnosti
byla pozitivni korelace mezi leucinem a kyselinou cysteovou, glutaminem, alaninem, citru-
linem, methioninem, tyrosinem, ornithinem a histidinem s korelacnimi koeficienty
v rozmezi (0,7714; 0,8286). Nevyznamna korelace na hladiné vyznamnosti vys$si nez 5 %
byla zjiSt€éna mezi leucinem a cysteinem s korelacnim koeficientem —0,3043. U tohoto

vzorku leucin nekoreloval s asparaginem.

Na hladin€ vyznamnosti 0,1 % byla u vzorku €. 10 pozitivni korelace mezi leucinem a gly-
cinem, alaninem, valinem, isoleucinem, fenylalaninem a lysinem. Na 1% hladin¢ vyznam-
nosti byla pozitivni korelace mezi leucinem a threoninem, serinem, kyselinou glutamovou,
prolinem, citrulinem a histidinem s korelacnimi koeficienty v rozmezi (0,8857; 0,9429).
Na 5% hladin€ vyznamnosti byla pozitivni korelace mezi leucinem a kyselinou cysteovou,
glutaminem, methioninem a ornithinem s korelacnimi koeficienty v rozmezi (0,7714;
0,8286). Negativni korelace na hladiné¢ vyznamnosti vyssi nez 5 % byla zjiSténa mezi leu-
cinem a cysteinem s korela¢nim koeficientem —0,0676. U tohoto vzorku leucin nekoreloval

s asparginem.

11.4 VYSLEDKY SDS-PAGE

U vzorki byla provedena polyakrylamidova elektroforéza. Tato metoda slouzi pro separaci
molekul proteinii na zaklad¢ jejich elektroforetické pohyblivosti, kterd je zavisla na rz-
nych faktorech jako délka polypeptidového fetézce, molekulova hmotnost a dalsi. Touto
metodou lze v pouzitém usporadani zachytit proteiny o molekulové hmotnosti 3 kDa a
vys$si. Pro vyhodnoceni SDS-PAGE byla pouzita metoda hierarchického shlukovani, jejimz
vysledkem jsou tzv.dendogramy. Na dendogramech jsou seskupeny vzorky podle piibuz-
nosti. Prvni dendogram (Obr.26) zndzoriiuje shluky vzorkd 1 — 10 po 6 dnech zrani. Na

druhém dendogramu (Obr.27) jsou vyobrazeny shluky vzorkl po 34 dnech zrani.

Obr. 26 — Vysledky shlukové analyzy po 6 dnech zrani
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Pfi shlukové analyze vzorkli po 6 dnech zrani se vytvofily dva zdkladni shluky. Prvni
shluk je tvofen vzorky naoCkované P.nalgiovensis M-EK 4, P.nalgiovensis CCDM 324 a
P.nalgiovensis CCDM 329, lze tedy pfedpokladat podobnost proteinového profilu téchto
vzorki. Dalsi podobnost proteinového profilu Ize sledovat u vzorkl (druhy shluk) naocko-
vanych P.nalgiovensis M-EK 6, P.nalgiovensis M-EK 72, P.nalgiovensis CCDM 321,
P.nalgiovensis CCDM 322 a P.camemberti CCDM 797. Vzorky naockované kulturami
P.nalgiovensis CCDM 328 a P.camemberti CCDM 799 maji proteinové sloZeni pon¢kud

odlisné, od vSech ostatnich vzorkd.

Obr. 27 — Vysledky shlukové analyzy po 34 dnech zrani
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Pti shlukové analyze vzorktli po 34 dnech zrani se vytvotily tii zdkladni shluky. Prvni shluk
je tvofen vzorky naoCkovanymi kmeny P.nalgiovensis M-EK 4, P.nalgiovensis CCDM
324 a P.nalgiovensis CCDM 329, lze tedy ptedpokladat podobnost proteinového profilu
téchto vzorkii. Druhy shluk tvofi vzorky naockované kmeny P.nalgiovensis M-EK 6,
P.nalgiovensis M-EK 72 a P.nalgiovensis CCDM 328. Tteti shluk tvoii vzorky naoCkova-
né P.nalgiovensis CCDM 321, P.nalgiovensis CCDM 322 a P.camemberti CCDM 797.
Vzorek naockovany kmenem P.camemberti CCDM 799 tvofil samostatny shluk a tedy

jeho proteinové slozeni se od ostatnich vzorkli zna¢né lisilo.
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DISKUZE

Jednotlivé vzorky syri byly naoCkované kmeny plisni P.nalgiovensis a P.camemberti.
Vzorky naockované P.camemberti slouzily jako srovnavaci standardy, s nimiz se porovna-
valy vzorky naockované s kmeny P.nalgiovensis. U vSech vzorkl byl sledovan vyvoj ob-
sahu volnych aminokyselin (FAA) v pritbé¢hu zrani, ktery vypovida o aktivité exopeptidas,
jez §teépi proteiny, respektive peptidy od konce fetézcl zejména za vzniku volnych amino-
kyselin. U vysledkt stanoveni obsahu FAA byla provedena jejich regresni a korela¢ni ana-
lyza. Dale byly proteiny vzorkd separovany pomoci polyakrylamidové elektroforézy. Tou-
to metodou lze zachytit proteiny o rizné molekulové hmotnosti, coz mize vypovidat o
aktivit¢ endoproteas. Piitomné endoproteasy Stépi molekuly proteinti uvniti jejich fetézce,
coZ ma za nasledek vznik proteint o riznych délkéach fetézcti a tedy i o rtiznych molekulo-
vych hmotnostech. Vysledky proteinového profilu byly podrobeny shlukové analyze, na
zaklad¢ které byly vytvoreny dendogramy.

Z grafického znazornéni vyvoje souctu obsahti vS§ech FAA pro vSechny kultury (viz Obr.
5) po 48 dnech zrani vyplyva, ze z kmeni P.nalgiovensis méa nejmensi proteolytickou akti-
vitu exopeptidas P.nalgiovensis M-EK 6 (vzorek €. 2), P.nalgiovensis M-EK 72 (vzorek ¢.
3) a P.nalgiovensis CCDM 321 (vzorek €. 4). Z celkového vyvoje jednotlivych FAA v Case
pro vzorky naockované kmeny P.nalgiovensis je mozné fici, Ze malou tésnost zavislosti
obsahu FAA na dob¢ zrani vykazovala zejména kyselina y-aminomdselna. Vyvoj obsahu
této aminokyseliny je tedy pravdépodobné ovlivnén také jinymi faktory nez je pouze pro-
teolyticka aktivita exopeptidas v prabéhu zrani. U vzorki €. 1, 2 a 4 lze sledovat malou
tésnost zavislosti obsahu FAA na dob€ zrani u ornithinu a u vzorkt €. 2, 3 a 4 také u aspa-
raginu. Vyvoj obsahu téchto aminokyselin je tedy ovlivnén kromé proteolytické aktivity
exopeptidas rovnéz jinymi faktory. Z korelacni analyzy obsahu volného leucinu a ostatnich
volnych aminokyselin vyplynulo, Ze obsah volného leucinu nevyznamné koreloval
s obsahem volného cysteinu. Shlukovou analyzou vzorkti naockovanych kmeny
P.nalgiovensis bylo zjisténo, ze vzorky naockované P.nalgiovensis M-EK 4,
P.nalgiovensis CCDM 324 a P.nalgiovensis CCDM 329 maji podobny proteinovy profil, a
to jak po 6 dnech zrani, tak i po 34 dnech zrani. Podobny proteinovy profil po 6 i 34 dnech
zrani maji také nasledujici vzorky: dvojice tvofena P.nalgiovensis M-EK 6 a
P.nalgiovensis M-EK 72 a dvojice tvotena P.nalgiovensis CCDM 321 a P.nalgiovensis
CCDM 322. Vzorek naockovany kmenem P.nalgiovensis CCDM 328 vykazoval po 6
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dnech zrani odlisny proteinovy profil od ostatnich kmenii P.nalgiovensis, ale po 34 dnech
zrani m¢l tento vzorek podobny proteinovy profil jako dvojice vzorkd naockovanych

P.nalgiovensis M-EK 6 a P.nalgiovensis M-EK 72.

Pti srovnani vzorkll naoCkovanych kmeny P.nalgiovensis a P.camemberti 1ze z grafického
znazornéni vyvoje souctu obsahti vSsech FAA (viz Obr. 5) usoudit, ze kmeny plisni
P.nalgiovensis maji obecné vétsi proteolytickou aktivitu exopeptidas nez kmeny plisni
P.camemberti. Vzorky naockované kmeny P.nalgiovensis M-EK 6, P.nalgiovensis M-EK
72, P.nalgiovensis CCDM 321 a P.nalgiovensis CCDM 322 maji podobnou proteolytickou
aktivitu exopeptidas se srovnavacimi standardy (vzorky naockované P.camemberti). Srov-
name-li vyvoj obsahu volnych aminokyselin v 34. dnu, pak kmeny P.nalgiovensis M-EK
72 a P. nalgiovensis CCDM 322 maji podobnou proteolytickou aktivitu se srovnavacimi
kmeny P.camemberti CCDM 797 a P.camemberti CCDM 799. Posuzovani v 34. dnu je
akceptovatelné, nebot’ 30-ti denni trvanlivost ma také syr Kamadet [/8], ktery Ize povazo-

vat za podobny vyrobek.

Vzorky €. 9 a 10, které jsou naockované Penicillium camemberti, se v porovnani se vSe-
mi ostatnimi vzorky s P.nalgiovensis vyznacuji malou té€snosti zavislosti obsahu argininu
na dob¢ zrani. Vyvoj obsahu této aminokyseliny je tedy s nejvétsi pravdépodobnosti ovliv-
nén jinymi Ciniteli, nez je doba zrani. Arginin se mize ucastnit dvou zékladnich sled re-
akci: (1) bud’ maze byt mikroorganismy vyuzivam pro syntézu novych aminokyselin (napf.
transaminaci), resp. peptidu a proteind; (ii) a nebo mize pro n¢které mikroorganizmy slou-
zit jako zdroj energie (viz Obr. 4). V tomto sledu reakci nejprve z argininu pomoci arginin-
deiminasy odstépen amoniak za vzniku citrulinu, ktery je ndsledné cCinnosti ornithin-
karbamoyl-transferasy pfeménén na ornithin a karbamoylfosfat. Karbamoylfosfat je kar-
bamat-kinasou metabolizovan za vzniku amoniaku, oxidu uhli¢itého a adenosintrifosfatu

(jako zdroje energie). [8, 15, 54]
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Obr. 28 — Degradace argininu BMK[S8]

Pti shlukové analyze vzorki syra byly zjistény nasledujici skute¢nosti. Podobnou proteoly-
tickou ¢innost endoproteas po 6 i 34 dnech zrani vykazovaly vzorky naockované kmeny
P.nalgiovensis M-EK 4, P.nalgiovensis CCDM 324 a P.nalgiovensis CCDM 329. Dalsi
podobnost proteinového profilu endoproteas vykazuji vzorky naockované kmeny
P.nalgiovensis CCDM 321, P.nalgiovensis CCDM 322 a P.camemberti CCDM 797. Tato
podobnost proteinového profilu endoproteas je vyznamnéjsi, jelikoZ v této praci byla snaha
ze ziskanych kment P.nalgiovensis vybrat kmeny s proteolytickou ¢innosti podobnou pro-
teolytické Cinnosti P.camemberti jako kmenu, bézn¢ vyuzivaného k vyrobé mékkych syrii

s plisni na povrchu.

Na zaklade¢ vysledkti této prace, tedy jak zcelkového vyvoje FAA v syrech, tak
z proteinového profilu Ize soudit, Ze kmeny P.nalgiovensis CCDM 321 a P.nalgiovensis
CCDM 322 ptisobi ve vztahu s BMK podobné, jako srovnavaci kmen P.camemberti
CCDM 797. Je vsak tteba zminit, ze proteolyticka ¢innost v analyzovanych vzorcich vSak
zahrnuje nejen proteolytickou ¢innost plisni, ale také proteolytickou ¢innost BMK. Rozdily
ve vysledcich jednotlivych vzorkii mohou byt zptsobeny také vzdjemnymi vztahy jednot-

livych kmenti plisni s bakteriemi mléc¢ného kvaseni.
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ZAVER
Tato diplomova prace byla zamétfena na sledovani zmén obsahu volnych aminokyselin a

proteinoveého profilu v pritbé¢hu zrani mekkych syri s plisni na povrchu jako odrazu aktivi-

ty exopeptidas a endoproteas.

Zaémerem této diplomové prace bylo vybrat zastupce P.nalgiovensis, jejichz proteolyticka
aktivita je podobna s proteolytickou aktivitou P.camemberti za i€elem ptispéni k oZiveni
historicky zndmé vyroby Nalzovského syra, k jehoz vyrobé byly vyuzivany kultury Peni-
cillium nalgiovensis. Dale je mozné vybrané kmeny plisni vyuzit k rozsiteni mlécnych

vyrobkil o novou vyrobkovou skupinu.
Na zédkladé vysledki diplomové prace bylo zjisténo:
- v prubéhu zrani syrt 48 dni dochazelo k nartstu obsahu FAA,

- kmeny plisni P.nalgiovensis maji obecné vétsi proteolytickou aktivitu nez kmeny

plisni P.camemberti,

- zkmenl P.nalgiovensis maji nejmensi proteolytickou aktivitu exopeptidas

P.nalgiovensis M-EK 6, P.nalgiovensis M-EK 72 a P.nalgiovensis CCDM 321,

- podobnou proteolytickou ¢innost endoproteas P.nalgiovensis s P.camemberti dle
shlukové analyzy vykazovaly vzorky naoCkované P.nalgiovensis CCDM 321,

P.nalgiovensis CCDM 322.

Dle téchto skute¢nosti 1ze doporucit kmen P.nalgiovensis CCDM 321 jako optimalni (na
zaklad¢é posuzovanych parametrti) variantu. Tento kmen by mohl byt v budoucnu vyuzit
k oziveni vySe zminované vyrob¢é Nalzovského syra, resp. by mohl byt vyuzit za ic¢elem
roz$iteni mléénych vyrobkill o novou vyrobkovou skupinu.
Na zakladé této diplomové prace je mozné ucinit nasledujici navrhy a doporuceni:

- provést dalsi experimenty s vybranym kmenem P.nalgiovensis CCDM 321 s cilem

optimalizovat praktickou vyrobu,
- zaméfit se na hlubsi monitoring proteolytické popft. lipolytické aktivity ve vyrob-

cich vybranych,

- zamgéfit se také na senzorickou jakost vyrobenych syrt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAA Automaticky analyzéator aminokyselin

SDS-PAGE Sodium dodecylsulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza
AMK Aminokyselina

PDO Protected Designation of Origin

FAA Volné aminokyseliny
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SEZNAM PRILOH

PI  Schéma obecné vyroby syra s plisni na povrchu
PII Prakticka vyroba syra s plisni na povrchu
PIII Vertikalni elektroforeticka aparatura

PIV Roztoky a gely pouzité pro SDS-PAGE



PRILOHA PI: SCHEMA OBECNE VYROBY SYRA S PLISNI NA
POVRCHU

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

PASTERACE
73-75°C,20-15s o

T—

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

CaCl, — 10-20 g/100 1 I I| ¢_

STANDARDIZACE
smetanova kultura
2,00 -2,50 %
SRAZENI Plisiiova kultura
| syFidlo wpet  31-33°C, 3035 minut 5 P. camemberti
SETRNE ZPRACOVKN+-| [syrovatka |
KOAGULATU (15 minut) o
kréjeni, pfetahovani, michani
TVAROVANI rovnomérny odchod
18-22°C,5-6h syrovitky
odkapavani, prokysavani
nejméné 4x obraceni §
kyselost syra
65 —75 SH
solna lazen
20-22%NaCl L Ly SOLENI
5-20SH 16-18°C, 60 — 70 minut g
i
ZRANT 3
1-3 dny, 16-20°C,
RV 80-85%
6—10 dni, 12-18°C, RV 95% zrani na nerezovych
obdenni obraceni | zracich rostech
|

[ BALENI ‘1-|=’ teplota 4—8°C |




PRILOHA PII: PRAKTICKA VYROBA SYRA S PLISNI NA
POVRCHU

Praktickou vyrobu syrt s plisni na povrchu provedl Bc. Karel Stan€k v ramci své bakalat-

ské prace odkud je prevzat i nasledujici postup: [5/]
Suroviny a jejich mnozstvi pouzité k vyrobé mekkého syra:
- Plnotucné pasterované mléko 20 I (dodano mlékarnou Kromilk s.r.o.)

- Smetanovy zakys 800 ml (4 %) (doddno mlékarnou Kromilk s.r.o., vyrobce Chr.

Hansen A/S, Hoersholm, DK)

- Chlorid vapenaty 6 ml (0,03 %) (vyrobce ESCO - European Salt Company GmbH
& Co. KG, Hannover)

- Syfidlo (enzym rennin) 2 ml (0,009 %) (FROMASE 750 TL (750 IMCU/ml) od fir-
my O.K. SERVIS BioPro s.r.0., Praha)

Smetanovy zakys byl pfipraven v mlékarné¢ Kromilk s.r.o. pomoci lyofylizované kultury
pro ptimé ockovani, uréené pro ptipravu provozniho zdkysu CH-N 19. Kultura CH-N 19
patii mezi tzv. mezofilni LD-kultury s vyss§i fermentaci citratu a tvorbou plynu (tedy kul-
tury aromatické). Pfi podrobnéjsi klasifikaci byla zatazena jako kultura s velkou tvorbou
plynu (zbytkovy obsah citrati 1,5 — 0,5 mg/g po 8 hodinach kultivace) a stfedni produkci
kyseliny mlé¢né (pH 5,10 — 5,55 pii 6 hodinovém testu aktivity).

LD-kultury jsou podle interniho materialu sloZeny z nasledujicich mikroorganismi:

Lactococcus lactis subsp. lactis
- Lactococcus lactis subsp. cremoris

- Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris [21]

Mléko bylo pielito do syraiské vany. Pfidal se smetanovy zékys a chlorid vapenaty. Po
dikladném promichani a zahtati na cca. 32 °C se nechalo v klidu ptfedkysat po dobu 30
minut. Po dosaZeni titrani kyselosti 6 SH se mléko zasyiilo pfidavkem syfidla. Srazeni
mléka trvalo 35 minut. Poté se vznikla srazenina opatrné prokrojila syraiskym nozem a
nasledné rozkrajela. Poté se syfenina nechala v klidu po dobu asi 10 minut pro dokonalejsi

tvorbu syrového zrna a podporu synereze. Nasledné bylo provedeno pfetahovani syfeniny



a jeji nalévani do forem na Cerstvé smetanové syry. Syry se nechaly odkapat a pro lepsi
uvolnovani syrovatky byly formy obraceny a to po 10, 30 a 60 minutach. Syry se nasledné
nechaly prokysat do druhého dne. Dalsi den byla dosazena titra¢ni kyselost cca 94 SH.
Syry byly vynaty z forem a rozkrajeny na pravidelné hranoly o hmotnosti cca 65 g. Na-
sledné€ byly vloZeny na 20 minut do solné lazné o teploté¢ 18 °C a koncentraci soli 20 %.
Soln4 lazen byla pfipravena z 8 litri pitné vody a 2 kg soli. Na dno solné lazn¢ byly umis-
tény kovové rosty z divodu zamezeni pruniku nerozpusténych krystalki usazené soli do
syrt. Po nasoleni se syry nechaly oschnout. Nasledujici den byly aplikovany suspenze spor
na povrch syrii. Z kultur byla vytvofena suspenze obsahujici fyziologicky roztok a danou
kulturu. Suspenze byla pfevedena do Petriho misek, kde byly nésledné noteny syry, ¢imz
bylo zajisténo pokryti celého povrchu syra suspenzi spor dané kultury. Zrani syra probiha-
lo ve zracim boxu. Prvni dva tydny byla teplota nastavena na 15 °C a nésledné sniZena na

6°C. [51]



PRILOHA PIII: VERTIKALNI ELEKTROFORETICKA APARATURA




PRILOHA PIV: ROZTOKY A GELY POUZITE PRO SDS-PAGE [45]

Tris pufr pro separacni gel (pH 8.8)

Tris 18,15 ¢
Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI upravit pH na hodnotu 8,8 a doplnit deionizovanou vodou do

100 ml. Uchovévat pii teplote 4 °C.

Tris pufr pro koncentraéni gel (pH 6.8)

Tris 6,0 g
Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI upravit pH na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanou vodou do

100 ml. Uchovavat pfi teploté 4 °C.

Elektrodovy pufr

Tris 120¢g
Glycin 576 ¢g
SDS 40¢g

Doplnit deionizovanou vodou do 4 1 a popt.upravit hodnotu pH na 8,3 — 8,6

30% roztok akrylamidu

Akrylamid 292 ¢
N,N’-methylen-bisakrylamid 0,8 g
Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovavat pii 4 °C v tmavé lahvi.

Vzorkovy pufr — 0,062 M Tris HCI, 5% merkaptoetanol, 10% glycerol

Tris-HCl 0,0977 g
Merkaptoetanol 0,5¢g
Glycerol 10g
Bromfenolova modf 0,0l g

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



Fixacni roztok — 10% kys.octova, 30% etanol

96% etanol

Kys.octova

30 ml

10 ml

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.

Barvici roztok

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

Odbarvovaci roztok

25% (v/v) metanol a 10% (v/v) kyselina octova

Coomassie briliant blue G-250 (Bradford, 1976)

Coomassie brilliant blue

96% etanol

85% kyselina fosfore¢na

Doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou. Uchovavat pii 4 °C v tmavé lahvi.

Ptiprava gelii

0,1g
50 ml

100 ml

15% separacéni gel

5% koncentraéni gel

30% akrylamid 31,5 ml 3,4 ml
Tris pufr 15,75 ml (pH 8,8) 5 ml (pH 6,8)
Deionizovana voda 14,49 ml 11,5 ml
10% SDS (Sigma) 630 ul 200
10% persiran amonny 630 pl 100 pl
TEMED (Sigma) 25,2 ul 25yl
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