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ABSTRAKT

Diplomova prace je za#tena na charakterizaci bakterii @ého kvaseni, které jsou
v mlékarenském fmyslu pouzivané v podeéktistych mlékaskych kultur. Praktick&ast
porovnava kysaci a proteolytickou aktivitu vybramymmetnich mezofilnich zakysovych
kultur. Kysaci kivky pro jednotlivé zakysové kultury byly sestaveng zaklad hodnot
aktivni kyselosti nagtenych v piibéhu 30hodinové inkubace&i®5 °C. Intenzivni kysaci
aktivitou se projevovalyisté mlékarenské kultury obsahujici zastupceii ktezkladaji
laktosu homofermentativnim kvasSenim a zatoge jedna vyhradno bakterie O-typu
(Lactococcus lactissubsp lactis a Lactococcus lactissubsp. cremorig. Proteolytick&
aktivita zakysovych kultur byla sledovana metod®@SSPAGE a byla pozorovana #Zma
proteinového profilu jak u zakys tak také v pipact vzorki prirodnich sy

s nizkodohivanou syeninou v pébéhu jejich doby zrani (celkem po dobu 3siui).
Béhem prvnich diét zrani (do 28. dne od vyroby) dochazelo pomoci pagtdaz
ke SEpeni peptidovych vazeb protéima proteiny sedni velikosti. S delSi dobou zrani
vznikaly dalSi hydrolyzou peptidy menSich velikogtioteinovy profil jednotlivych kultur
byl srovnan pomoci shlukové analyzy. Dale byla powéna produkce volnych
aminokyselin jako markér zrani a zarowue prekurzoti pro tvorbu biogennich amin
jejichz obsahy byly také detekovany ¢op piipads zakysi i vzorka syn).

Klicova slova: bakterie mdéeho kvaSeni,cisté mlékaské kultury, kysaci ivka,

proteolyticka aktivita, Urea-PAGE, SDS-PAGE, volréinokyseliny, biogenni aminy.



ABSTRACT

The thesis is focused on the characterization efldhtic acid bacteria which are used in
the dairy industry in the form of pure milk cultsrél'he practical part compares fermented
and proteolytic activity of selected commercialniented mesophilic cultures. Fermented
curves for individual fermented cultures were pregeon the basis of the values of active
acidity measured during a 30-hour incubation at°@5 Pure dairy cultures containing
substitutes were displayed by Intensive ferment/ity, which breaks down lactose-
homofermentative fermentation and at the same tiinés only the O-type bacteria
(Lactococcus lactisubsplactis andLactococcudactis subsp.cremorig. The proteolytic
activity of fermentated cultures was monitored bPSSPAGE method and observed
change of protein’s profile as a starter and indage of samples with lowheating natural
cheese curd during the ripening period (total aidhths). During the first days of ripening
(till the 28th day of production) occurred with epeptidase to cleave peptide bonds
of proteins to proteins of medium size. Smalleredipeptides were created by another
hydrolysis with ripening after 28 days. The protpnofile of each cultures was compared
by cluster analysis. Further was observed productib free amino acids as markers
of ripening and also precursors for creating Biogeamines whose contents were also
detected (again in the case of the starters aneselsamples).

Keywords: lactic acid bacteria, dairy culture, femted curve, proteolytic activity, Urea-

PAGE, SDS-PAGE, free aminoacids, biogenic amines
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UvoD

Bakterie mléného kvaSeni nalezly velké uplati v zengdélsko-potravindském
pramyslu, nebé jejich metabolickoucinnosti vzniklé produkty vyuzivametipvyrobé
raznych druli potravin. V gevazné wtsSin¢ piipadi se vSak jedna o fermentované énié
vyrobky, dale pak masné vyrobky, rté kvaSena zelenina a mnoho dalSich produkt
potravin&ského ptimyslu. Bakterie miéného kvaSeni p#tbezesporu k nejdezitejSim
bakteriim vyuzivanych hla¥nv mlékarenském gmyslu. Své uplatni nasly pi vyrobé
zakysanych mignych vyrobki, kefini, jogurti, zakysanych smetan, acidofilnich mlék,
tvarohi a syfi. Vybrané bakterie mééého kvaseni se v mlékarenskénarpyslu vyuZivaji
ve forme cistych mlékaskych kultur, které zati specifické vlastnosti a stalou jakost
vyrobkim. Maji-li producenti vyra&t standardni a vysoce kvalitni fermentované ¢mée
vyrobky, syry a dalSi, je nutné pouzivat starterduétury s gesré definovanymi,

piedvidatelnymi a stabilnimi vlastnostmi.

Bakterie mléného kvaSeni se vyz&igi bohatou biochemickou aktivitou. VyuzZiva
se jejich fermentaich vlastnosti {) vyrobé zakysanych mlgnych vyrobkKi, ale také jejich
proteolytickych schopnosti pro vyrobuiznych variant syr. Dulezita je pra¥
proteolyticka ¢innost a to nejen ziwodu senzorického. iBménou zakladnich slozek
na jednodussi latky ziskavaji potraviny kekomovych Zadoucich senzorickych vlastnosti,
také dilezitou kvalitu z technologickéha dietetického hlediskaProteolytickd aktivita
nemusi mit v3ak jen pozitivni vlivCinnosti proteolytickych enzyin mize dochazet
k natolik rozsahlé proteolyze, ktera séizam projevit vznikem senzoricky nigemnych
latek qinilobny zapach, mydlova ctiy viditelnymi znénami na povrchu nebo uvhityrobka,
produkci toxickychei karcinogennich latek (n&pbiogenni aminy), které ohrozuji zdravotni

nezavadnost potravin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE MLE CNEHO KVASENI

Bakterie mléného kvaseni (BMK) tvid velmi rozmanitou skupinu mikroorganisirktera
je béZnou sodasti naseho kazdodenniho Zivota. Jedna se o vekuqnu heterogennich
bakterii, vyznaujici se podobnymi vlastnostmi [1, 2]. VyZaduji ri&v médium bohaté
na slozité nuttini latky a fistové faktory, jelikoz maji omezené biosyntetickbapnosti.
VétSina druli se vyznéuje vysokymi naroky na fftomnost aminokyselin, vitamii)
rastovych latek a mineralnich soli v Zivném médiu 4R, Jsou Bzn¢ rozsfene v piroc,
ale jsou i pirozenou sotasti lidskych nebo zivasnych €glnich dutin, wetns
gastrointestinalniho traktu [1, 5]. Bakterie tmMého kvaseni jsoufipozenou soéasti
syrového mléka. Hlavnim zdrojem kontaminace syrovéhiéka BMK je vSak v§si
prostedi (nap. vzduch, ¢asteéky krmiva a vykah, nadobi a n@adi, které pchazi
s mlékem do styku). Do skupiny bakterii #mého kvaSeni fiZeme zahrnout zastupce
rodu Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc
Oenococcus Pediococcus Streptococcus TetragenococcysVagococcusa Weissella
RodBifidobacterium(vétev aktinomycety) j¢gazen mezi BMK na zaklgdsveé fenotypické
podobnosti [1, 2, 6, 7].

1.1 Taxonomie a charakteristika bakterii ml&ného kvaseni

Bakterie mléného kvaSeniadime mezi grampozitivni, aerotolerantni nebo aiadr
bakterie, katalasa negativni, acidotolerantni gomsujici tyinky nebo koky [1, 2, 4, 7].
Hlavnim jejich sjednocujicim znakem vsSakistava, Ze vSechny produkuji kyselinu
mlénou jako konény produkt procesu fermentace. Jedna se tedy o ofogitky
heterogenni skupinu bakterii, ktera se projevujméntaci tiznych Zivin, pedevSim vSak
cukni za vzniku kyseliny miéné a dalSich latek. Klasifikace bakterii tiého kvaseni
v odliSnosti od jinych bakterii je velkoudmou zaloZzena na morfologii, #pobucinnosti
fermentace glukosy,ustu @ odliSnych teplotach, produkci kyseliny nité, fistu
pii vysoké koncentraci soli a tolerandidv kyselémuci alkalickému prosedi [1, 6, 8, 9,
10, 11]. Podle posru a druhu vzniklych produktbéhem fermentace sachaiidze BMK

v obecné rovia rozctlit na homofermentativni a heterofermentativni [1Epne&nym
produktem homofermentativniho kvaseni, ne vSaknjadj je z 90 % kyselina miga.
Fermentace probiha po Embden-Meyerhof-Parrastraze, znasi pod nazvem
glykolysa (Obrazek 1). Zprvu se sledem reakci n&pambdoba etanolovému kvaseni,

avSak v konéné fazi je pyruvat fgmenén na kyselinu miénou. Heterofermentativni
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kvaSeni se vyzraje tim, Ze vedle kyseliny miéaé vznikaji jedt dalSi konéné produkty.

NejcastjSimi produkty jsou kyselina octova, ethanol, voddO, a dalSi latky. Hexosy
jsou SEpeny po tzv. fosfoketolasové draze (Obrazek 1)onetstSiné pavodai tohoto

kvaseni chybi zakladni enzymy glykolytické drahig¢éasa a triosafosfatisomerasa) $4

14, 15, 16]

Glukoza
Homofermentativni Heterofermentativni
Gluko6za-6-P Glukoéza-6-P
Fruktéza-6-P 6-fosfoglukonat
Fruktoza-1,6-DP Ribuloza-5-P
Glyceraldehyd-3-P —\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
N
H.0 ¢ ¢

2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol

Obrazek 1: Obecné schéma fermentace glukosy u BMK [

Na zaklad molekularg-biologickych metod existuji u roduactobacillusjesg jiné druhy
kvaSeni: obligath homofermentativni laktobacily, oblig&n heterofermentativni

laktobacily a fakultativé heterofermentativni laktobacily [4].

1.2 Vyznam a vyuziti bakterii mlééného kvaseni

Bakterie mléného kvaSeni nalezly velké uplath v zengdélsko-potravinéskem
pramyslu, nebé jejich metabolickoucinnosti vzniklé produkty vyuzivameripvyrobé
raznych druli potravin. V gevazné wtsirg piipadi se vSak jedna o fermentované énié
vyrobky, dale pak masné vyrobky, rté kvaSena zelenina a mnoho dalSich produkt
potravindského pimyslu. Metabolické produkty BMK se wdhto vyrobkKi podili
na tvorlg raznych vlastnosti vnimatelnych lidskymi smysly, jakagiklad chua’, vané

¢i konzistence [17]. Podili se na prodlouzeni udsina to jednak tvorbou bakteriodin
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(nag. nisin, lactacin B), aleipdevSim vSak vlivem zvySené kyselosti potravingsppené
produkci kyseliny mléné (biologicka konzervace) [8, 17, 18]. Potravinglostaténym
obsahem Zivotaschopnych BMK jsou povazovany zaipti@h. Principem je osidleni
travicino Ustroji dmito BMK, které nasledh zlepSi jeho funkci a poitda nezadouci
mikrofléru traviciho Ustroji (nap klostridie), ktera ma prokazatélmegiznivé Einky
na zdravi (nap t€Zké pfjmy, tvorba toxickych latek, zéty strev). Dale se mohou podilet
na snizeni hladiny cholesterolu, snizeni rizikaonddych onemoani tim, Ze blokuji
biologickou aktivitu nezadoucich zastupstevni mikroflory, respektive jejich enzym
pii tvorbé dalSich karcinogennich latek v travicim astrojpdBbnym zfsobem mohou
zabraovat tvorlg riznych toxickych latek. Tyto organismy zarévevysuji stravitelnost
mléka, nebt kysané miléné vyrobky jsou¢asto tolerovany iémi, ktefi trpi laktosovou

intoleranci. Ve vysledku tak udavaji cennou ramirhodnotu vyrobim [19, 20].
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2 CISTE MLEKARENSKE KULTURY

Pavodni mikroflora mléka se vyztiaje zn&nou prongnlivosti. Vlivem technologického
zpracovani (chlazeni, pasterace) dochazi nasl&dpotlateni ¢i inaktivaci WtSi ¢asti
zastoupenych BMK. Podle typu vyrobku se pak pouiitidavek cistych mlékaskych
kultur (CMK). CMK obsahuji pouze dité jiz diive vyizolované mikroorganismy.
Historicky byly a i nadale budouc¢které specifické BMK vyuzivany jako startovaci
(starterové, zakysové) kulturyftipvyrobé potravin. Cisté mlékaské kultury jsou
popisovany jako specifické bakterie ého kvaSeni, které jsou pouzivany k inokulaci
mléka a svou metabolickotinnosti vytvédi charakteristické mtgmé produkty. Skupinu
CMK tvoii klasické pirodni kultury (Natural Starter Culture), které absji sngs
nedostatéen¢  definovanych  mikroorganizip ale zarove i ,definované”
nebo ,selektované” kultury, které obsahuji jeden bae vice identifikovanych
a definovanych rail druhi, pripadré kmeni mikroorganisni se znamymi vlastnostmi.
Nejcastji jsou kultury tvdeny z vice mikroorganisim které jsou ve vzajemné symbiose
[14, 21, 22, 23].

Maji-li producenti vyrabt standardni a vysoce kvalitni fermentované ¢éméevyrobky,
syry a dalsi, je nutné pouzivat starterové kulpesré definovanymi, pedvidatelnymi
a stabilnimi vlastnostmi. Diky pasteraci a nasledmé&agkovani mléka pozadovanymi
kulturami je mozZné vyrobit Siroky sortiment nezdyisa pivodni mikroflée mléka [24].

2.1 Historicky vyvoj ¢istych mlékarskych kultur

V minulosti, bez ny§Sich poznati v oblasti mikrobiologie a vyrobni technologie, &yl
vyroba syt a zakysanych mé@ych vyrobki zaloZzena pouze rannosti mikroorganistin,
které se do mléka dostalyipzenou cestou [18]. Toto ,vyuZivani“ bylo zalobepouze
na dlouhodobych zkuSenostech a pozorovéimkid mikroorganisni. Prongnlivé slozeni
mikroflory syrového mléka vSak vedlo ke Znamu kolisani jakosti a sniZzeni trvanlivosti
téchto vyrobki [25]. V roce 1886 se pod kodaiskému profesoru Storchovi izolovat
a sestavit smetanovy zakys pro vyrobu masla [26, RGk 1886 se tak stal vyznamnym
pro celou mlékarenskou vyrobu. Dalsimukwpnikem CMK byl nagiklad Svycar
Freudenrich, ktery uplatnil pouziva@MK pii vyrobé prirodnich sy@i Svycarského typu
[26].

V CSSR to byli pedevdim Vladimir Pavlak a Otakar Laxa, iktee zabyvali vyrobou

a rozmnozovanin€MK. Ke konci 19. stoleti byly VCSSR jako prvniisté mlékarenské
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kultury pouzivany danské kultury (Hansenovy kuljupyozdji i jiné zahranéni kultury.
V roce 1949 byl zaloZen vyvojovy zavod generalnibaditelstvi mlékarenského pnyslu

v Praze-Vokovicich (dnes firma Milcom a.s.), ktexgji¥’oval propagaci dovazenych
zahrangnich kultur a jejich naslednou expedici do mlékare@SSR. Pozgi doslo
k ziskani vlastnich origindlnich kultugimz se mlékarensky fomysl| stal nezavislym
na zahrarinich vyrobcich kultur [25, 26].

2.2 Rozdéleni ¢istych mlékarskych kultur a jejich vlastnosti

Starterové kultury mohou byt z mnoha hledisekledy do fiznych Kkategorii.
Podle zastupc mohou byt kultury rozliSeny na bakterialni, kvdsiné, plisiové
nebo smiSené [21, 28]. Na zalklattuhové a kmenové skladby se kultuyi dia:

* jednokmenové / monokultury,single-strain starter®) obsahujici jeden
definovany kmen witého druhu,

» vicekmenové,multiple-strain starter”) obsahujictizné kmeny jednoho druhu,
dale

* snesné vicekmenové(multiple-mixed-strain  starter”) obsahujici aizné
definované kmenyiznych druli

« tradicni kultury (,traditional starter / raw mixed-strain starterpsahujici
druhy a kmenyéaste&né ¢i zcela nezname [23, 28, 29].

Druhy a kmeny jedné kultury by mezi sebou gknaykazovat antagonismus a tedy se
negativié¢ ovliviiovat, coZz by mohlo vést k zhorSeni parainétultury [26]. Naopak
Zadouci je metabiosa symbiosa, které zafigiji vzajemné stimukami pisobeni natst a
biochemickou aktivitu jednotlivych zéstupdultury [10]. Podle optimalni teplotyastu
mikroorganisni, mohou byt startovaci kultury rodény na mezofilni s optimalni teplotou
okolo 30 °C a termofilni, jejichZz optimalni teplqgteo rist je mezi 40-50 °C [14, 23]. Mezi
mezofilni startéry paét nag. rody: Lactococcusa LeuconostocKmeny gchto rodi jsou
sourasti smetanové kultury a pouzivaji sedevsim k vyrob zakysanych mlék, smetany,
zakysaneého podmasli, masla, tvarehsyfi. Druhy mezofilni starterové kultury pouzivané
ve vyrole:

o O-typ: starterové kultury, které obsahuji hlavBMK (Lactococcus lactis
subsp lactis a Lactococcus lactissubsp.cremorig. Jejich ¢innosti vznika
piedevsim kyselina mé@a. Jedna se tak o homofermentativni BMK.

* D-typ: starterové kultury, které obsahuji vedle BMiu O i BMK vytvé&ejici

chwowve aktivni latky. Zastupcem je naplLactococcus lactisubsp.lactisvar.
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diacetylactis Tento zastupce produkuje steminu zndmou jako diacetyl,
ktery je nositelem chuti. Kroéntvorby diacetylu produkuje i oxid uklty,
ktery prispiva ke zjeméni chuti.

L-typ: starterové kultury obsahujici vedle BMK tyg i BMK vytvarejici
chwowvé aktivni latky. Jako hlavni aromatvornou BMK jeeuconostoc
mesenteroidesubsp. mesenteroidesProdukuje diacetyl, kyselinu octovou,
acetaldehyd a jiné aromatické steniny, ale mé&n CO, nez BMK D-typu.
LD-typ: starterové kultury, které obsahuji kombinkaactococcus. lactisubsp.
lactis var. diacetylactisa Leuconostoc mesenteroidesbsp. mesenteroides
Kombinaci vznikéd jemné& s¥a charakteristické chuti ain¢ [14, 23].

K termofilnim starterovym kulturam pat rody Lactobacillus a Streptococcus

(Streptococcus salivariussubsp. thermophilus a Lactobacillus delbruecksubsp.

bulgaricug. Prvni z nich je zodpadny za fermentaci laktosy na kyselinu gméu. Lb.

delbrueckiisubsp.bulgaricuspak za chti vyrobku produkci acetaldehydu. Tyto kultury

se uplaiiuji ve vyrol® symi s vysokodolvanou syeninou, joguri, mekkych syhi a

tvarohi.

DuleZitou vlastnostiCMK je také jejich role, kterou sehravajéem vyroby produktu.

Podle funkce, kterou zajigji je moznéCMK rozlisit na:

1. starterové — Pozadovana je funkce technologickly, sehopnost mikroorganism

piengnovat substraty (n&p sacharidy, bilkoviny, lipidy) na metabolity,

které ovlivni vyslednou chy vani a konzistenci vyrobk V zavislosti na druhu

vyrobku by nmly bakteridlni zakysové kultury vykazovat wzné intenzi

nasledujici metabolick&gmeny [14, 23, 26, 30]:

fermentace sachaiid kterd vede ke snizeni pHii Ryrobé¢ fermentovanych
mlénych vyrobki ovliviiuje vznikla kyselina mk&na chd, viini a konzistenci
vyrobki prostednictvim svého {sobeni na samotny kasein. NizSi pH
pii vyrobé sym zéroveér podreécuje ¢innost enzym syidla a redukuje nebo
zcela potlauje mist nezadoucich mikroorganiém

hydrolyza bilkovin a katabolismus aminokyselin, rkteovliviwiji zejména
konzistenci, chtla viini piirodnich sy,

lipolyza a uvolgni mastnych kyselin, coZiignivé ovliviiuje stravitelnost

a absorpci miéného tuku,
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» produkce plynnych a senzoricky vyznamnych &min z fiznych substrét
(nap. z citronarf, laktosy, bilkovingi lipid),
* syntéza slotenin ovliviiujici texturu produkt (nag. exopolysacharidy)

2. protektivni — jejich funkce souvisi s produkci amirobialre aktivnich metabolit,
jimiz jsou organické kyseliny, diacetyl, GQpberoxid vodiku, bakteriociny, derivaty
aminokyselin, které pottaji rast nezadoucich mikroorganidmzpisobujicich
raizna onemoani z potravin,

3. probiotické — funkce vyplyva z mnoha aktivit chek@cbiochemické a mikrobialni
povahy, jejichz vysledkem je pozitivniigobeni na zdravotni staloveka. Jednd
se 0 produkci specidn biologicky aktivnich latek, jako jsou peptidy
s imunostimulani nebo antihysperzni aktivitou [26, 30].

Mezi dalSi mikrobiologické a technologické poZzadavia bakterialni zakysoveé kultury
pafti [8, 14]:
e huméanni gvod, tzn. izolované ze stejného Zi&ného druhu jako
je predpokladany fijemce,
* presné taxonomickeé gazeni, podrobna definice a typizace,
* neprodukujici toxiny, nepatogenni a geneticky &tébi
e odolnost na fitomnost bakteriofag primérend rezistence na antibiotika,
» zachovani Zivotaschopnosti po celou dobu vyrobkladsvani potravin,
* omezena produkag Uplna absence tvorby biogennich afin
» druh lipolytickych, proteolytickych enzyina jejich dynamika zranitpvyrobé
piirodnich syi,
» vitalIni nistova dynamika a stabilni rovnovaha mezi druhy,
* snadna udrzitelnost a vyroba,
* fizena produkce kyseliny niige,

o kratké zpozdni lag faze a tedy rychla, okamzit4 fermentace,

vytvoreni poZzadované chuti a textury
Podle @elu jejich pouziti roz8lujeme kultury (Tabulka 1):

e pro vyrobu zakysanych migych vyrobk: kultura smetanova, jogurtova,
acidofilni, kefirova a kultura s probiotickymi mdaarganismy (bifidogenni
kultura)

e pro vyrobu syt a tvaroli: kultura smetanova, syiska, plisova, propionova

a mazova
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Tabulka 1: Zakladni druhgMK dle (&elu pouZiti, jejich vlastnosti a zastupci [17, 32].

Druh CMK Zastupci Vlastnosti kultury Pouziti kultury
Lactococcus lactisubsplactis, Lactococcus lactis | nejpouzivanjsi, zakladni, sgsna vyroba masla ze zakysané
. ) subsplactisvar. diacetylactis, Lactococcus lactis (kyselinotvorné a aromatvorné smetany, tvaroly syii
smetanova
it subsp.cremoris, Leuconostoc mesenteroidaebsp. druhy MO), mezofilni kultura, holandského typu, zakysanyc
ultura
dextranicum, Leuconostoc mesenteroisidssp mozna kombinace s ostatnimi | mlétnych vyrobKi, cerstvého
cremoris kulturami syra,
smesnd, termofilni a aromatvorng
jogurtova Streptococcus salivariumubsp thermophillus, (tvorba acetaldehydu) kultura, | vyroba jogurti a jogurtovych
kultura Lactobacillus delbruecksubspbulgaricus mirn& proteolyticka a lipolyticka mlék
aktivita,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, ] ] o
_ . . monokultura, samostain vyroba zakysanych mié@ych
o Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri, o . ] ] o
acidofilni _ o _ nepouzivana, kombinovana vyrobki (acidofilni mléko a
Lactobacillus lactis, Bifidobacteriusp, o _ ) o .
kultura » _ . ) s jinymi kulturami, nebt vykazuje podmasli, kysané napoje,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, o
N ) . ostrou kyselou chu tvarohové krémy)
Bifidobacterium faecium
» ] Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, ] ] o
bifidogenni N o o _ _ o vyroba kysanych mignych
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium adolestsr probiotické @inky ) L
kultura vyrobkii s probiotickymi dinky,

a Bifidobacterium breve
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Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii

subsplactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus

syraska plantarum, Streptococcus salivariggbsp. ] ] vyroba polotvrdych a tvrdych
_ _ _ zakladem smetanova kultura i
kultura thermophillus, Lactococcus Larssibsplactis, syni
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Lactobacillus delbruecksubspbulgaricus
_ ] Propionibacterium freudenreichgubsp. ] ] o . uplatiuji se g zrani syii
propionova o o _ | pridavna (sekundarni), termofiln o

freudenreichii, Propionibacterium freudenreichii . L ementalského typu (tvorba ok

kultura B kultura, vyssi lipolyticka aktivita
subspshermanii Vv téste)
] Brevibacterium linens, Kocuria rosea, Micrococcus, ] . pouZiti @i zrani nékkych i
mazova _ . . . smesna kultura (bakterie a ) ]
Torulopsis candida, Kluyveromyces lactis, Candida . polotvrdych syli s mazem na
kultura - _ _ kvasinky),
utilis, Geotrichum candidum povrchu
_ B _ smesnd kultura (bakteria a
o Lactobacillus delbrueckii, Lactococcus lacsisbsp. . ) ) o

kefirova . , , , kvasinky), produkce C£ vyrobu kefiru a kefirového

lactis, Lactobacillus acidophillus, Kluyveromyces ]
kultura . _ biacetylu, etanolu, acetaldehydu|a mléka, kumysu

fragilis, Candida kefyr
acetonu
) ) Penicillium roqueforti, Penicillium camemberti, | vyrazna proteolyticka a lipolyticka ) o

plishiova o ) o ) _ o vyroba syt s plisni v &st¢ a

Penicillium caseicolum, Penicillium nalgiovensis,  aktivita, tvorba methylketana o
kultura s plisni na povrchu

Scopulariopsis brevicaulis

VMK, Zampionové aroma
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Jak je mozno vigt ztabulky 1, jedna a tatdZ kulturaube byt pouZita zatdeznych
podminek pro#zné &ely nebo Ize pro zaji&i optimalnich parametrvyrobku pouZzit
kombinace vice kultur stuznymi funkcemi [30]. Samdejmosti pro vhodné pouziti
kombinaci iznych kultur je nutné technologii vyroby danéhoduktu optimalizovat tak,
aby prostednictvim mikrobialnich i biochemickych 2m bylo docileno poZadovanych
parameti.

2.3 Priprava a vedeni bakterialnich kultur klasickym zpisobem

Chceme-li vyrobit kysany méay vyrobek nebo firodni syr poZzadovanych vlastnosti,
klademe velky @iraz nacistotu a aktivitu zakysovych kultur. Nezbytnutnou podminkou
pro pribéh samotného fermeritaiho procesu je pouZziti mléka (rfaplnotwné, odtdnéné
¢i obnovené susené miléko) nebo jinéhstoveho média (ndptekutd Zivna fpda, kroupy,
peivo) prostého vSech inhitmich latek, jako jsou antibiotika nebo bakteriofd@3].
Proto je dleZité klast draz na jakostCMK dodéavanych vyrobcem kultur, na Wb
a oSeteni mléka, ale i média pro kultivaci, dodrZzovanigieyicko-saniténich rezini
propagéni stanice i vyroby fermentovanych ratéich vyrobki a dodrzovani odborné
arovre a pracovni kazhpersonalu [31].
Tepelnym oSéenim mléka dochazi k vyt¥eni vhodnych podminek pro rozvoj
mikroorganisni zakysové kultury, nelodochéazi k:

» usmrceni bakteriofdg

* eliminaci rekterych inhibénich latek,

e urgitému stupni rozkladu bilkovin,

* vypuzeni rozpughého kysliku,

» usmrceni zivych mikroorganisnj14].
Pro minimalizaci rizika napadeni starterové kultingkteriofagy a udrzeni optimalnich
podminek pro rozvoj kultury, je dobré mit prtiggavu maténé kultury v mlékarenském
zavod odclenou mistnost (propadai mistnost) [14]. V této mistnosti by s€lmdrzovat
mirny pretlak a néla by byt vybavena vzduchovymi filtry. Mated kultura se ffipravuje
do sklegnych lahvi o objemu 100 ml. MIéko demé k inokulaci je tepetnoSeteno
sterilaci v autoklavu. Po sterilaci probiha vycklazmédia na kultivai teplotu a samotna
inokulace komami kulturou. Inokulaci je zapi#bi provadt zcela aseptickymipnosem
poZzadovaného mnozstvi bakterialni kultury a to #&kse do lahve praripravu maténé
kultury vpravi @kovaci davka pomoci sterilni injgki skikacky [30]. Kazda starterova

kultura potebuje pro své pomnoZeni a rozvoj pozadovanych ndast optimalni
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kultivacéni teplotu, kterd je udrZzovana pociwu dobu. Délka doby inkubace zavisi
na pouzitém typu bakteridlni kultury a velikostiokula. Tento proces trva 3-20 hod.
Bakterie se nyni rychle mnozi a fermentdjitgmnou laktozu za vzniku kyseliny nilge.
V piitomnosti heterofermentativnich a aromatvornychtdyaikvznikaji i cetné dalsi latky
[14]. VySe inkub&ni teploty ovliviuje pongr pritomnych bakterialnich rdd produkci
nékterych metabolit a pfibeh pH. Je dlezité proto teplotu kontrolovat, aby bylo mozné
pii dosazeni poZzadovaného stéptyselosti ukotit proces fermentace [30]. Mat@ch
kultur se vede v laborationékolik a po vyhodnoceni se vybiraji nejvhégi kmeny kultur
pro provozni pouZiti. Zrala matea kultura se vychladi a ve vychlazeném stavu pgunec
do dalSiho peatkovani. V gripact oslabeni kultury¢i nedostattném pomnoZzeni
na pozadovany pget, lze kulturu pravidelnym fpatkovanim ozivit (resuscitovat) [25].
Opakovanym featkovavanim se vSak zvysuje riziko kontaminace. Zodhém matene
kultury je zastaven proces fermentace. Zatigeezachovan vysoky stupektivity kultury
[14, 30]. CMK je mozné uchovavat v poddlzchlazené, zmrazené nebo sudené, ale vzdy
za aseptickych podminek [31].
Pii vysoké spdele se pipravuje dale matmi zakys — mataou kulturou se zasuje
vétSi objem mléka [21]. Do kontejneru pro miame, pripadré mezioperani zakys
a do tanku pro ifpravu provozniho zakysu se pozadovana davka iaokidpravuje
proudem sterilovaného vzduchu [30]. Prigppavu maté&ného a meziopetaiho zakysu
musi byt mléko oft oSeteno za vysSich teplotnich reZina to jiz z vySe uvedenych
davoda (teplotu 90-95 °C s vydrzi 30—45 minut). Stejnyerameti pro teplotu a vydrz
vyuzijeme i @i oSeteni mléka pro kultivaci affpravu provozniho z&kysu. Pro éSpé
vedeni kultur je nezbytné, aby byly povrchy vyrdimiza&izeni dokonale zbavené
nezadoucich mikroorganisna prosté vSech zbyildetergent i dezinfekénich latek [30].
Pouziti tekuté kultury je nataé na zranost a zodpoxdnost personalu aime snadno
dojit ke kontaminaci kultury bakteriofagy. Proto jeend omezovat tekuté kultury
a nahrazovat je koncentrovanymi hlubokozmrazenyetionlyofilizovanymi kulturami
pro pimé zadkovani mléka pro vyrobu miékarenskych vyraljk4, 28].
Z davodu mozné kontaminace a také r@asti Fipravy tekutych kultur je mozné vyuziti
CMK i v jinych formach [14, 30, 34]:

1) tradini tekuta forma kultury pro inokulaci mate kultury (18 JTK/ml),

2) sprejo¥ suSené nebo lyofilizované kultury pro Zkovani maténé kultury

(1¢% — 10 JTK/g), ozndované DRI VAC,
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3) lyofilizované, koncentrované kultury ve foém prasku, pro inokulaci
provozniho zakysu (16— 10* JTK/g), oznaované REDI SET,
4) hlubokozmrazené, koncentrované kultury ve snadnapustné form,
pro pfmou inokulaci produktu (£6— 102 JTK/g), oznaované DVS.
Obrazk 2 zndzawje 3 mozné zjsoby @ipravy zakysovych kultur. Systém 1 uniaje
piipravu maténé kultury za pouziti tekuté, lyofilizované nebailibkozmrazené formy
komegni kultury. Maté&na kultura se poté pouZziva k inokulaci provoznikysu. Systém
2 znazoiiuje moznost pouZiti lyofilizované nebo hlubokoznenae kultury pro inokulaci
provozniho zékysu bez nutnostfiigravy mateéné kultury. Systém 3 pak vyuZiva vysoce
koncentrovanych hlubokozmrazenych nebo lyofilizoxdm kultur pro pimou inokulaci

produktu.
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Obrazek 2: Schemaipravy zakysovych kultur [35].
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2.4 Kontrola jakosti ¢istych mlékai'skych kultur

Mame-li zardit standardnost a vysokou jakost mlékarenskeho yitogd je dilezité
se zamiiit na cinitele, které mohou ve vysledku tento produkt wmili. Vedle jakosti
zpracovavaného mléka, technickéhdizeni, vyrobnich postuipa kvality lidské prace,
hraje vyznamgsi roli kvalita cistych mlékaskych kultur. Jedna sefgrlevsSim o jakost
mate&nych a provoznich zakysz nich gipravenych. Je proto velmiitezité a nezbytné
vénovat velkou pozornost samotnéaws CMK, ale také i kontrole jakosti. Neznamena
to v3ak, Ze by se kontrolni laboratmneiovala pouze na kontrolu jako§tMK. Laboratd
pro vyrobu kultur se za#&uje nejen na jakost pouzitych surovin a materiala,i na cely
vyrobni proces jako napkontrola hygieny a sanitacéstota vzduchu v provozujstota
vody a v posledniad® i samotna osobni hygiena pracovnik/e vyrobnich Usecich,
kde by mohlo dochézet k rekontaminaCMK, se provadi fazova kontrola. Touto
kontrolou se zjifuje mikrobiologicka jakostCMK. Na zaklagd ziskanych vysledk
z mikrobiologického rozboru je mozné v daném vyiabriseku zavést napravna aeai

a predejit tak vaddm produkt Mikrobiologické rozbory umatuji zjistit i pocet
Zivotaschopnych bakterii miéého kvaSeni, jejichistovou aktivitu a vitalitu. Nezbytnou
informaci je i zjiS&ni biochemické aktivity. devsim se jedna o kysaci aktiviiivK,
neba@ na ni zavisi mnozstvitigldvaného zakysu k zakysanicittho mnozstvi mléka
pii vyrob¢ jednotlivych druli zakysanych misych vyrobki. VyuzivA se metoda
dle Soxhlet-Henkela pro stanoveni timé kyselosti nebo se pomoci pH metru stanovi
aktivni kyselost. Senzorické hodnoceni zakysovycituk je dalSi, velmi vyuzivanou
provozni metodou. Odhalenfipadnych odchylek a nedostatkouto metodou je velmi
rychlé a jednoduché. Jednotlivé druhy zakysovychitukuse vyznauji svymi
charakteristickymi znaky. Obecnymi hodnoticimi &rit mohou byt: konzistence, tvorba
filmu a jeho vydrZz na 8hach nadoby, barva, lomivost, ¢ha viné, tvorba srazenin

¢i uvolovani syrovatky [25, 26].

2.5 Non-starterové kultury

Ve vyroke piirodnich syl se takécasto setkAme s tzv. non-starterovymi bakteriemi
mléného kvaSeni (NSLAB). Non-starterové bakterie amé&o kvaSeni jsou ndhodné
bakterie mléného kvasSeni, které mohou kontaminovat syry. Jalawnih bakterialni
skupiny NSLAB lze povazovat non-starterterové lakicly (nap. Lactobacillus

paracaseisubsp.paracasej Lactobacillus plantarumLactobacillus cas¢j leukonostoky
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(nag., Leuconostoc lactis Leuc. mesenteroidgs pediokoky (nap, Pediococcus
acidilactici, Pediococcus pentosacgus enterokoky (ndap Enterococcus faecalis
Enterococcus faeciunj23, 36]. Zdrojem NSLAB v syru je pragpdodobré syrové mléko,
ale i pasterované, nebdylo prokazano, Zze velmi malé procento NSLAB molmberit
pasteraci a byt zdrojem sekundarni mikrofléry. Jede tedy o nezakysové kultury.
DalSimi zdroji NSLAB miize byt také progedi mlékarny, povrch vyrobniho ifzeni

¢i biofilm tvotici se na povrchu Eaeni. Lze tedyict, Ze se jedna o ,kontaminanty”.
Na druhou stranu se NSLAB vyzna#énpodili na tvor® senzoricky aktivnich latek [18].
Této vlastnosti se fize vyuZivat nafklad pii zrani syru. Na producenty je vyvijen stale
vétSi natlak ze strany dodrzovanirigmych hygienickych a sandtaich rezini,
které samaozjme zvySuji jakost vyrobku po strance zabezye zdravotni nezavadnosti
potraviny, na druhou stranu vSak také dochazi kupo€mu snizovani az k uplnému
vymizeni girozert se vyskytujicich NSLAB ve vyrab Ztrata NSLAB z prosedi
mlékarny vSak mizeme mit dopad na nedostat& vyvinutou plnou chtiu zrajicich sy
[36, 37].

Dulezitost NSLAB speiva v jejich ovlivreni jak proteolytickych tak i lipolytickych
proces pii vyrob¢ prirodnich syi. Cetnost a zastoupeni NSLAB je vice heterogenni
u syt které jsou vyraény ze syrového miléka. iRt €chto bakterii v progedi syru
je velmi rychly, ikdyz poateini mnozstvi byva vyraznnizSi (za dodrzeni dobrych
hygienickych podminek) ve srovnani se startéroviuatiiurami. Rychlost vyvoje NSLAB
vSak zavisi na tepldtzrani. Ri poklesu teploty zrani je obetommezen vyvoj mikroflory
syra, coz s seboufipaSi sodasné zpomaleni biochemickych transformaci zapofenyc
do zrani [38].

Nekteré bakterialni kmeny z NSLAB byly vyizolovanystaly se tak saidsti primarni
startovaci kultury (laktokoky, enterokoky) [36]. &@neni piibuznych kmefh non-
starterovych laktobadil (zejména Lb. casei Lb. paracasei subsp. paracasei
Lb. plantarum Lactobacillus curvatys Lactobacillus rhamnosi)svede ke zlepSeni
intenzity chu, zvySeni aroma a rychlejSimu zrani &azen byt tedy vhodnou metodou

jak prekonat ztratu smysloveé kvality syra [18, 36].
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3 PROCESY PROBIHAJICi V PR UBEHU ZRANI SYR U

Zrani je slozity mikrobiologicky, fyzikalni, chenkg¢ a biochemicky proces [16]. Procesu
se W(astni enzymaticky aparat bakterii zakysovych a kesgvych kultur, kvasinek,
sekundarni mikroflory, ale také enzymy pochazegécgyidla, samotného mléeka i enzymy
uvolnéné rozpadem (lyse) bakteridlnich bkri39, 40]. Zranim dochézi utieéni vzhledu,
chug, viné a konzistence syra. Jednotlivé znaky jsou pro kguhotlivy druh pirodniho
syra individualni a charakteristické [16]. Biochek®& procesy jsou uskuigovany
ve dvou fazich. V primarni fazi dochazi k lipolyzaroteolyze a odbouravani zbytkové
laktézy (kyseliny mléné, citraf). Sekundarni fazi je pakigmena aminokyselin
a mastnych kyselin za vznikgkavych senzoricky aktivnich latek. Jednotlivé phatpici
faze nejsou od sebe striktdasow oddleny a mohou tedy na sebe plynule navazovat,
¢i se vzajema prekryvat [28]. Zraci proces ime probihat anaerobnv celé hmat
nebo aerobh (od povrchu dovnit hmoty syra). Oba typy zrani se mohou vzajemn
dophiovat. U tvrdych syir prevlada anaerobni zrani. Na spravnybgh zrani ma vliv

n¢kolik faktord. Mezi ty nejdilezitéjSi pati pH sy, koncentrace soli, teplota, relativni
vihkost a doba zrani [39].

Zraci proces j€aso¥ zdlouhavy, narény na udrzeni vhodnych podminek v jednotlivych
zracich sklepech. Zahrnuje zng podil r&ni prace (nap omyvani, propichovani,
obraceni) a v neposledifadd vyzaduje velké skladovaci prostory. V mlékarenském
pramyslu se tak vyroba s§rstava jednou z fin@né nejnakladgjSich oblasti Casténym
feSenim mohou byt nové poznatky v oblasti chemicgéreetické modifikace bakterialnich
bunsk CMK a doplikovych kultur, izolovani exogennich enzina pochopeni celé
dynamiky zraciho procesu [23].

3.1 Metabolizmus laktdzy, kyseliny ml€né a citratu

V procesu vyroby syr prechazi ¥tSi mnozstvi laktdézy do syrovatky [16]. JéleFite,
aby bylo zbytkové mnozstvi laktdézy zcela rozlozemmemohlo tak dojit k pomnozeni
nezadouci sekundarni mikrofléry (plésa Penicillium spp.,Aspergillusspp ¢i bakterie —
Pseudomonaspp., Bacillus spp., Micrococcusspp.) [23, 36]. K samotnému rozkladu
laktézy dochazi jiz v @ibéhu zpracovani sgniny. Nejintenziviyjsi rozklad vSak probiha
pii odkapavani a lisovani sgniny. BBhem prvnich d@n zraciho procesu dojde k aplnému
vymizeni laktézy. Vznikla kyselina miga reaguje s kaseinem, &z vyvaze vapnik

za vzniku mlénanu vapenatého. Zaripmnosti solného roztoku a vodného predt
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(v solné lazni) dochazi k bobtnani monokalciumka&ei. Viivem bobtnani dochazi
ke slepovani ggniny za vzniku homogenni hmoty syru [23]. Podleuhdr BMK
piitomnych v pouzité zakysové kuiy gritomnosti NSLAB nebo nezadouci mikroflory,
muze dojit k rozkladu kyseliny mt@éé na kyselinu propionovou, GOvodu, acetat, &
butyrat a dalSi latky. Obrazek 3 zachycuje 5 molingest rozkladu kyseliny migé
v prab¢hu zréni pirodnich syii. Prvni moZnou cestou je racemizace kyselinndekteré
se astni NSLAB za vzniku DL-kyseliny mt@é. Propionibacteriumsvou metabolickou
aktivitou zpisobuji rozklad kyseliny mt@é za vzniku kyseliny propionové, acetatyOH
aCQ. Treti cestou je oxidmi metabolismus pragdnictvim kvasinek a plisni.
Metabolickou aktivitou NSLAB (pediokdal vznika rozkladem kyseliny miéé kyselina
mraverti, acetat a C® Posledni cestou je anaerobni metabolis@lsstridium sp.,
kdy rozkladem kyseliny mé&é vznika kyselina méaselna a.linnostiPropionibacterium
sp. Propionibacterium freudenreichiisubsp. freudenreichii nebo Propionibacterium
freudenreichii subsp. shermanij dochazi u syr s vysokodofivanou syeninou (syry
Svycarského typu) kvysoké produkci €OV syfeniné nahromadny oxid uhlgity
je pak zodpogdny za tvorbu syrovych ok, ktera jsou pro tentchdsyira tolik typicka [16,
36]. Formovéani ok zavisi na rychlosti a mnozstyireglukovaného C§ paitu a velikosti
mist vhodnych pro tvorbu ok, tlaku GOychlosti difuze a texie a teplot syra. Kyselina
mléna miZe reagovat ndfklad i s rozkladnymi produkty bilkovin.
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Obrazek 3: Mozné Zsoby gemen kyseliny ml€né them zrani [23].
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Citrat-pozitivni kmeny laktokak (nag. Lactococcus lactissp.lactis var. diacetylacti$

a leukonostok (nag. Leuconostoc mesenteroidessp. cremori§ metabolizuji citrat
na CQ a dilezité chuove latky. Ricinou malych ok v hmét syra holandského typu
je prav produkovany oxid uhtity [36]. Z chuwovych latek je to fedevsim diacetyl, ktery
se podili na chutigthto syfi. Nekteré kmeny NSLAB maji také schopnost metabolizovat
citrat. V tomto pipadt je citrat metabolizovan na butanol, kyselinu ociowa diacetyl.

V prvnich Sesti rsicich procesu zrani klestimnosti NSLAB mnozstvi citratu v ggning

na stopova mnozstvi [36].

3.2 Lipolyza a metabolizmus volnych mastnych kyselin

Lipidy jsou dilezité z hlediska tvorby textury syra a jejich rzmdné produkty (volné
mastné kyseliny, laktony, estery, alkany a sekumidalkoholy) slouzi jako prekurzory
pro senzoricky aktivni latky gedevSim chtové). Samotnymi nositeli cliavych
vlastnosti a aroma jsou mastné kyseliny s kratkgitzcem. Jedna se o enzymatickou
hydrolyzu triacylglyceral (TAG) na di- (DAG)¢i monoacylglyceroly (MAG), pop az
navolné mastné kyseliny. U TAG jsoufrepgnost® hydrolyzovany esterové vazby
na pozicich € a G za vzniku DAG s esterovymi vazbami v polohach, € G ;. Pozdji
dochazi k hydrolyze na MAG s esterovou vazbou wp®IG [23]. K lipolyze dochazi
¢innosti lipdzci esteraz. Lipazy jsou klasifikovany na zakiadélky hydrolyzovaného
ietézce, fyzikal-chemické povaze substratu a enzymatické kinetdg].[Podle gvodu

se jedna o lipazy endogenni (pocha#imm z mléka — lipoproteinlipaza) nebo exogenni
(mikrobialniho mivodu, ze skidla — nap.: jehré¢i abomasa ifidavana ve forr syfidlové
pasty. Typické pro vyrobu italskych sy¥ syr Pecorino [36, 41]). Stupdipolyzy zavisi
na lipolytické aktivie mikroflory pridané zékysové kultury. Volné mastné kyseliny mohou
dale podléhag-oxidaci za vzniku methylketd@n(alkan-2-on). Tyto methylketony vytkia
charakteristickou chtua aroma u swrs plisni v &st€ (nag. Niva) (Obrazek 4) [16, 36].
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Obrazek 4: MoZzné metabolické cesty rozkladu volnyeastnych kyselin [16, 23].

3.3 Proteolyza

Procesem proteolyzy ziskava syrék@i texturu a vyviji se chiové aktivni latky.
Je pravdpodobré nejdilezitéjSi biochemickou fazi v procesu zranitsiny sy [16, 36,
40]. Meknuti textury je zpsobeno hydrolyzou a degradaci kaseinové matriggensz,
zvySenim pH a vlivem sniZeni vodni aktivity wewirg, vyvolané zvysenou vaznosti vody
na no¥ vzniklé karboxylové a amino skupiny vytemé v pibéhu hydrolyzy [16]. Forma
kaseinu ovliviuje proteolyzu hydrolytickymi enzymy #gla. Degradace kaseinu
v rozpustné form je rychlejSi, nez kaseinu vazaného v micelach fwedet. al.). Mira
roz8€peni kaseifh je zavisla na druhu syra,fipéemz frakce kaseinuwi; je vSak
hydrolyzovana vzdy. Zg@tku jsou kaseiny hydrolyzovany pomoci zbytkove dwdani
aktivity syidla, plasminu a jinych jvodnich proteolytickych enzyimna fadu velkych
a stedre velkych peptid. U wtSiny syl dochazic¢innosti chymozinu v primarni fazi
proteolyzy, ke $peni vazeb mezi PhePhe, frakce as; kaseinu [36]. Frakcesxkasein

je viigi aktivité chymozinu odol§si neZ frakceusr-kaseinu [16].Cinnosti chymozinu
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je frakceosxkaseinu omezeénstpena a to pouze v hydrofobni oblasti molekuly (ssioe
90-120 a 160-207) [16]. Primarni produkty proteglyrsou dale hydrolyzovany
proteinazami a peptidazami primarnich starterovieittur, NSLAB a sekundarnich
starterovych kultur na kratSi peptidy a aminokyse(sekundarni proteolyza).
Mezi hlavni rysy proteolytického systému BMKigeme zahrnout [42]:

1. proteindzy uvaluji velké mnoZstvi oligopeptid ze kterych se vyt¥asgpy o 4-8

aminokyselinach,

2. bunky ziskavaji dusik transportem oligopeftid

3. VvétSina peptidaz je lokalizovana intraceluk&enzpisobuji kompletni degradaci.
BMK potiebuji ze svého prastdi ziskdvatadu esencialnich aminokyselin (zdroj uhliku
a dusiku), které si nedokazi sami syntetizovat.[BBpteolyza substratu a pejitig proto
nezbytnym pedpokladem k jejich ziskani a naslednéniigtu. Proteolytické enzymy
se u BMK nachazi (vifjpadt rodi LactococcusLactobacillus Streptococcysv burgené
sténé, burtcné membra# a cytoplazm [21]. Jedna se o velky komplexznych druli
specifickych proteolytickych enzyim ktery Ize obeah aplikovat i na ostatni duhy BMK
(Obréazek 5) [16, 23, 40].

Cell envelope- Intracellular proteinases

assoclated Endopeptidases
proteinase (Pep0, PepF)
(CEP, PriP, Aminopeptidases

Lactocepin) (PepN, PepC, PepA, PCP, PapL)

@ Proline-specific peptidases
M:) (PepX, Pepl, PepR, PepQ, PepP)
Caseins Dipeptidase

(PepV, PepD, PepDA)
Tripeptidase ~ -'5!S
(PepT) Ny

CHEESE

Mo carboxypeptidase

Transport Di, tripeptides
systems Oligopeptides

Obrazek 5: Proteolyticky systém rodactococcug23].
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Pri vybéru CMK rozhoduje jeji mikrobidlni zastoupeni, nebkazdy jednotlivy zastupce
BMK se projevuje rozdilnou proteolytickou aktivit@utedy i iznou intenzitou ovliiuje
proces zrani [40]. N&pjogurtova kultura vykazuje vysSi proteolytickoktigitu enzymi
nez kultury probiotické. Na druhou stranu se veirenohou vyskytovat enzymy
pochazejici ze Sesti zdédj16, 36]:
» syfidlové — enzymatickd aktivita zavisi na druhdidha (chymosinove, pepsinoveé,
enzymy plisnti rostlinné),
e surovinové (z mléka) — napplasmin vznikly z neaktivniho plasminogenu, Iysas
somatickych bukk,
» starterové kultury — hlavni zdroj peptidaz. Hydtalky Stpi kratké peptidy
za vzniku volnych aminokyselin,
* non-starteroveé kultury,
» sekundarni starterové kultury — z&me pridané pro rozvoj chuti a aromacitého
druhu syra (nap Penicillium roqueforti- syr s modrou plisni ¥s& (Niva)),
e exogenni proteinazy a peptidazy — izolatidgvané zarrné pro svou akceleraci

zrani a zesileni intenzity chuti.

Peptidazy, které se podili nag¢@ni peptidovych vazeb, vykazuji Znau specifitu.
MnoZstvi a typ peptidovych vazeb, kteréuze peptidaza &pit, jsou zavislé
na aminokyselinovém slozeni proteinu. PeptidazyZzeme rozdiit podle mista jejich
Gcinku na endopeptidazy a exopeptidazy. Endopeptidamlyzuji hydrolyzu vazby uvrtit
fetézce za vzniku peptid rizné velikosti. Naopak exopeptidazy katalyzuji opéni
pouze koncovych aminokyselin z polypeptidovéltettzce. Z hlediska struktury
katalytického centra fizeme rozliSovat exopeptidazy serinové, cystein@asgpartatove,
metalopeptidazy a dale zatim neklasifikované pégtid23, 36].

Stupe proteolyzy se posuzuje z hlediska rozsahu a hlpubéni. Rozsah zrani je podil
obsahu rozpustného dusiku k celkovému obsahu dudikubka zrani je definovana jako
podil obsahu dusiku volnych aminokyselin a amonrdka dusiku k celkovému obsahu
dusiku [44].
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3.3.1 Metabolizmus volnych aminokyselin

Volné aminokyseliny jsou nezbytnymrqupokladem pro vyvoj chuti syr Vyvoj chuti
muze byt @imo un®rny obsahu volnych aminokyselin a mohou byt povahgv
za spolehlivy ukazatel procesu zrani. Nositeli lsfacchuti jsou nap glycin, serin,
threonin, alanin, Pro. Kyselou dhwykazuji histidin, glutamova kyselina, aspartova
kyselina a htké aminokyseliny jsou arginin, metionin, valin, ¢&éy phenylalanin, tyrosin,
isoleucin, tryptofan. Mohou tedy svotigemnosti ovliviovat chi symi. Na druhou stranu
jsou aminokyseliny zejména prekurzory pro vyd@dy senzoricky aktivnich latek,
jako jsou napr aldehydy, alkoholy, aminy, estery aj. [16].

PrestoZze katabolizmus aminokyselin neni e&tela objasin, jsou popsany @dvmozné
cesty rozkladu aminokyselin [40]. Prvni série régkzahajenginnosti aminotransferasy,
ktera genasi aminoskupinu na keto kyselinu. Tato transaceimebo deaminacetge
probihat obma sméry. Vysledkem je vznik nové keto kyseliny a aminsény.
Podle enzymatické nebo chemické reakce jsou transamvzniklé a-keto kyseliny
degradovany na jiné sloeeniny (nap. aldehydy, alkoholy. V druhé sérii reakci dochazi
k rozkladu aminokyselirtinnosti aminokyselinovych lyaz, kterégt postranniretézec
aminokyseliny. Tyto reakce jsou zvl&StduleZité pro katabolismus aromatickych
aminokyselin. Krom téchto dvou objastmych drah existuji i ménprobadané drahy,
ve kterych mohou byt aminokyseliny katabolizovadgdna se drédhy dekarboxylace
a vznik amih. Mnoho vznikajicich amiin v syru vykazuji biologickou aktivituCasto
se projevuji silnym a népemnym zapachem. Mnozstvi produkovanych annsyru

zavisi na koncentraci prekurgoaminokyselin a na mikrofté@ syra [16, 36, 45].

3.3.2 Produkce biogennich amir

Biogenni aminy (BA) jsou reaktivni, nizkomolekulgrnbazické, dusikaté latky
produkované bakteriemi vykazujici dekarboxylazowahtivitu [46]. Negativni produkce
biogennich amit je jednim z dlezitych kriterii i rozhodovani, zda dany kmen BMK
dekarboxylazovou aktivitu a tedy produkujici biogenaminy v syrech fadime:
Lactobacillus buchneri Lactobacillus bulgaricus Lactobacillus plantarum L. casej
L. acidophilus L. brevis Streptococcus faeciumPropionybacterium spp., druh
Leuconostoc, Pediococgukactococcusa celed” Enterobacteriaceag¢d7, 48] Produkce

biogennich ami je vlastnost specificka spiSe procité kmeny bakterii nez vlastnost
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typick& pro dany druh. &né kmeny téhoz druhu se mohou liSit v produkcgbimich
holandského typu jsou pralaktobacily. Dekarboxylazova aktivita je vSak pndity druh
i kmen laktobacil specificka. Mnozstvi biogennich aniife pro fizné druhy syir odliSné
a Uzce souvisi stftomnosti startérovych BMK a NSLAB. Déale obsah l@ngich amin
ovliviiuje zejména: doba zrani, aerobni/anaerobni jedistteplota zrani, koncentrace
NacCl, vodni aktivita a pH syru [47].
Pro vznik biogennich aminv potravinach musi byt spiny ti zakladni podminky [50,
51]:
1. potravina musi obsahovat aminokyseliny,
2. vpotravie ~musi byt pitomny  mikroorganismy  vykazujici
dekarboxylazovou aktivitu
3. pro tist a mnoZeni mikroorganishmusi byt vytvéené vhodné podminky
(pH, obsah glukdzy, teplotafitpbmnost NaCl, NaNg@ O, a mnozstvi
piitomnych amif) [47, 48, 52].
Podle chemické struktury roddjeme biogenni aminy na: alifatické (diaminy: mscin,
kadaverin, polyaminy: spermidin, spermin a agmatiajomatické (fenylethylamin
atyramin) a heterocyklické (histamin, tryptamir§O] 52]. Biogenni aminy vznikaji
z aminokyselin  psobenim dekarboxylaz, jejichz kofaktorem je pyriaifosfat.
Dekarboxylace je &, piti kterém se odbourava karboxylova skupina amindkyge
Enzym dekarboxyldza =z karboxylové skupinyfispusné aminokyseliny odgdi
oxid uhlicity za vzniku bazického aminu. DalSi moZnou cestaniku je transaminace
aldehyad a ketori [52].
Biogenni aminy jsou velmi reaktivni latky. ¢listni se hlawh enzymatickych reakci
za vzniku pislusnych derivdt P¥i dlouhodobém skladovani potravin neho gkladovani
za zvySené teploty, dochazi k reakci s triacylglghe jejimz vysledkem je vznik amid
mastnych kyselin. Stejnjako dalSi aminoslaieniny i biogenni aminy vstupuji do reakci
neenzymoveého lalnuti za vzniku gislusnych imiri. Iminy vznikaji i oxidaci biogennich
amini. Reakci sekundarnich amiins oxidy dusiku mohou vznikat karcinogenni
nitrosaminy [52].
V nizkych koncentracich jsou BAfippzenou sloZzkouady potravin. Nkteré BA maji
dulezitou fyziologickou funkci v lidském organismu.ifdo jiné jsou zdrojem dusiku,

prekurzory hormou, piasobi jako penasSée v centralnim mozkovém systému. Nicréién
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ve vysoké koncentraci, mohou mit toxick€inky, coZz niZe vést k patologickym
procesim probihajici v lidskéméte (bolesti hlavy, kece, pfijmy, zvraceni, ovlivani
srdeni ¢innosti a dalsi) [46, 53, 54]. VysSi mnoZzstvi BAsahuji fermentované potraviny
(kysané zeli, syry, fermentované masné vyrobkyo,ipivo), kde vznikaji¢innosti
mikroorganiznii [50]. Vysokd mnoZstvi BA vykazuji potraviny v pokiém stupni
kaZeni. MnoZstvi biogennich aniinze tedy snadno vyuzit jako indikatoéerstvosti a
kvality potravin [47, 50, 55, 56]. N&eni komise (ES¥. 2073/2005 stanovuje limity
pouze pro histamin ato v produktech rybolovu arwhdl ryb, které by mohly obsahovat
vétSi mnozstvi histidinu [57]. Bv¢jSi vyhldSka (nyni neplatnd).298/1997 Sb.
stanovovala limity pro histamin v rybach, rybichrefycich pivu a vinu. Dale to byl
tyramin pro syry tvrdeé, gkké, zrajici, olomoucké tvakky a pro¢ervena vina a vybranou

skupinu potravin (skupina A) [58].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

35

.  PRAKTICKA CAST
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4 CIiL PRACE

Cil prace lze strn¢ charakterizovat jako sledovani biochemické aktivitybranych

zakysovych kultur a to pragidnictvim:

kysaci aktivity, resp. rychlosti s jakodgiglusna komeini zakysova kultura prokysa
inokulované meédium (mléko),

zmeny proteinového profilu pouzitim elektroforetické etady v zavislosti
na inkubaci zakysa dok& zrani modelovych vzotkpiirodnich sy,

proteolytické aktivity exopeptidaz zakysovych kultuinkubovanych zakysech
a dale v modelovych vzorcichipdnich syit v pribéhu jejich zrani a to detekci
mnozstvi volnych aminokyselin,

dekarboxylazové aktivity sledovanych kultur v inkwianych zakysech

a ve vzorcich modelovych syw prib¢hu jejich zrani.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

5 METODIKA

Biochemicka aktivita byla sledovana u sedmi vybdmnyiruhi mezofilnich zakysovych

kultur:

» Laktoflora smetanova(Milcom a.s.). Tato kultura je kulturou $snou,

ktera obsahuje kyselinotvorné a aromatvorné zastlgdK: Lactococcus lactis
subsp. lactis, Lactococcus lactissubsp. cremoris Lactococcus lactissubsp.
diacetilactis

e Delvo LL-50B DSL pro @imou inokulaci (O.K. SERVIS BioPro, s.r.0.).

Tato kultura je sloZena z definovanych kmemomofermentativnich BMK:

Lactococcus lactissp.lactis aLactococcus lactissp.cremoris Jedna se o kulturu
typu O.
e Delvo DX-33D DSL(O.K. SERVIS BioPro, s.r.o0.). Obsahuje kmdmctococcus

lactis subsp.lactis, Lactococcus lactisubsp.cremoris Lactococcus lactisubsp.

lactis biovar. diacetylactis Leuconostocspp. Kultura typu LD. Kultura vytié
aroma a C@

e FLORA DANICA a CHN-19 (Chr. Hansen a.s.). Tyto kultury jsou typu LD,
charakteristické tvorbou COa aroma Bhem acidifikace. Obsahuji kmeny

Lactococcus lactisubsp.cremoris Lactococcus lactisubsp.lactis, Leuconostoc
mesenteroidessubsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. diacetylactis
Jedna se o koncentrovanou Kkulturu¢emou pro vyrobu provoznich zakys
bez nutnosti jejich iedchozi reaktivace. Jsou ve farmgranulatu, ktery
je uchovavan i mrazirenskych teplotach. Kultura CHN-19 neni takmaticka
jako kultura FLORA DANICA.

* Hlubokozmrazené kultury C352C502 (Chr. Hansen a.s.). Aromatické kultury
typu LD. Kultury vytv&i aroma a Cg dale nabizi rychlou fermentadii mizkém
otkovacim pomdru. Obsahuji kmenyLactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactissubsp. lactis, Leuconostoc mesenteroidesibsp. cremoris
alLactococcus lactissubsp.diacetylactis Barva kultury Spinav bila az hada.
Kultura je ve forn¢ mraZzenych granuli uchovavanyah 80°C.

Pro stanoveni proteolytické aktivity zakysovych tlalv syrech a ke stanoveni tvorby
biogennich amifh v zakysech a syrech v zavislosti na &dakladovani, byly pouzity
jiz hotove lyofilizované vzorky sy Tyto vzorky byly vytvéeny v ramci diplomové prace

Bc. Heleny Slaninové — ,Vliv fiddavku biologicky aktivnich latek na jakost modedbo
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systému firodniho syra“. Jednalo se o sérii 7 vyrobusWw kazdé vyrobni sérii byla

pouZita jina zakysova kultura.

5.1 Sledovani kysaci aktivity zakysovych kultur

Testy kysaci aktivity byly provady pro vybrané mezofilni zakysy za pouZiti vysSe
zmirgnych kultur. K ziskani hotového zakysu byla v§iema a navazena vyrobcem
uvadtna mnozstvi jednotlivych komarich kultur (Tabulka 2). Samotnémueiani aktivni
kyselosti gedchazela ijprava zakysové kultury. Navazovani zakysové kulpnobihalo
pomoci analytickych vah A&D GH-200 EC.

Tabulka 2: Seznam pouzitych mezofilnich miékaych kultur a jejich davkovani.

_ davka na 80 ml
mezofilni kultura forma kultury
[mg]
Laktoflora smetanova (Milcom a.s.) susena 800
Delvo LL-50B DSL (O.K. SERVIS B
_ koncentrovana lyofilizovang 30
BioPro, s.r.0.)
FLORA DANICA (Chr. Hansen a.s.) koncentrovana limfivana 30
CHN-19 (Chr. Hansen a.s.) koncentrovana lyofiliztva 30
Delvo DX-33D DSL (O.K. SERVIS B
. koncentrovana lyofilizovang 30
BioPro, s.r.0.)
C502 (Chr. Hansen a.s.) hluboce mrazené granule 8 10,
C352 (Chr. Hansen a.s.) hluboce mrazené granule 8 10,

Odvazené kultury byly igneseny do vytemperovaného (inokuiateplota 25 °C) vysoce
pasterovaného mléka érstvé polottiné o ténosti 1,5 %, Olma a.s(eska republika)
ve sterilnich Sirokohrdlych Iékovkach se Sroubowaciavitem. Po dkladné 20minutove
homogenizaci v laboratornfepaice LT2 byly zakysy feneseny do inkubatoru (INCU-
LINE zakoupeny u firmy BioTech a.s., Praha) ¥4tého na inkubani teplotu 25 °C.
Byly zhotoveny vzdy dva paralelni zakysy vedle setbé&azdé kultury.

Aktivni kyselost zakysovych kultur byla d@fena pomoci pH-metru (pH Spear Eutech
s pevnou vpichovou elektrodou, Eutech instrumehtizozemsko, Nijker, zakoupeny
u firmy BioTech a.s.). Hodnota pH je ovli&ma teplotou, proto bylarpkazdém ngteni
tato teplota zjisovana. Teplota se po celou dobgiemi nengnila a odpovidala inkukai
teplog (25 °C). Mezi mdfenimi byla elektroda pH metru paema v dezinfesnim
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prostedku Aktivit D (BANCHEM s.r.o., Dunajska Streda)hyase zabranilo ffjpadné
kontaminaci. Fed kazdym jednotlivym #&ftenim byla elektroda oplachnuta vodou
pro zamezeni fgnosu rezidui inhibnich latek z dezinfalniho prostedku. Hodnoty
pH byly ziskavany pro kazdou jednotlivou zakysovauturu v hodinovych intervalech
ato1.,2.,3.,4.,5,6.,7,8.,9,, 10, 12., 13., 24. a 30. hodinu od inokulace mléka.

5.2 Stanoveni proteolytické aktivity zakysovych kultur

Vzorky zakysi, které slouzily ke stanoveni proteolytické akiyibyly piipravovany
stejnym zfisobem, jako tomu bylo vifpac sledovani kysaci aktivity zakysovych kultur.
V ¢asovych intervalech (6 hodin, 24 hodin a 48 hobiyly zdkysy odebirany a zmrazeny
v hlubokomrazicim boxu na teplotu -80 °C (MDF-U3388ANYO, prodejce Schoeller
instruments, CR, Praha) a naslednlyofilizovany (ALPHA 1-4 LSC, CHRIST).
Po lyofilizaci byly jednotlivé vzorky dezintegrovana umistiny do oznaenych
uzaviratelnych zip s&i. Takto gipravené vzorky byly skladovanyfipmrazirenskych
teplotach.

5.2.1 Metoda SDS-PAGE

Vlastni analyze pomoci SDS-PAGEepdchazela fiprava vzork zakysu/syra (filoha A)
a priprava roztoll, ze kterych se ijpravily separéni a koncentréni gely o utité
koncentraci. SloZeni roztaka geti pro SDS-PAGE, je uvedeno Yilpze (giloha B).

Pro vlastni analyzu byla pouzita vertikaini elekdreticka aparatura (Bio-Rad), ktera
se sklada z vlastni vany, vika, osmi tvarovanydal skparovém usgadani, dvou drzak
geli, tésreni a Hebinki. Sestavovana byla podlefilpZzeného navodu vyrobce.
Tato aparatura fiZe byt sotasré vyuzita proctyii gely. Pro separaci proteiru vzork
syra byl zvolen 12% sepdarad gel tlousky 1 mm. Pro separaci protéinu vzorki
zakysovych kultur byl zvolen 15% sepamagel tlougky 1 mm. Pofddném promichani
vSech komponent gelu, byl vznikly roztok ihned opaftak aby nedoslo k tvo#édbublin

v gelu) nanaSen mezi skla za pomoci automatickétpido maximalni vysky asi 3 cm
od horniho okraje skla. Aby nedoslo k polymeradugea vzduchu a ziskéani hladkého,
rovného povrchu gelu, se geleprstvil malym mnozstvim vody. Gel polymeroval
pii laboratorni teplat asi 30-45 minut. Po uplynuti této doby byl&gtim nanesena voda,
odsata filtr&nim papirem. V dobtuhnuti sepakaiho gelu byl pipraven 5% koncenttai
gel, kterym se pakipvrstvil ztuhly sepatmi gel. Koncentréni gel byl nanasSen a#sns



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

pod horni hranu skla. Do nalitého roztoku 5% gej dpatrré vsunut plastovy ieben
pro vytvaeni jamek, do kterych se pagiddavkoval vzorek. Polymerace pak probihala
do druhého dne ve vihké kdinte (i laboratorni teplat Druhy den byly Febeny z geil
opatrré vyjmuty. Skla byla umigha do drzak a nasledowh pienesena do aparatury.
Do vany aparatury byl opattmalit elektrodovy pufr (SDS obsazené v elektroaoyafru
ma p@Enivé vlastnosti) a to tak, aby nedoSlo k&ami a tvor vzduchovych bublin,
kterymi by neved| elektricky proud. Tento elektrggiqufr byl nalit i do prostoru drzék
mezi gely tak, aby doSlo kigvrstveni jamek timto pufrem, coz jéleiité pro nanaseni
vzorka [59].

Vzorky byly nanaSeny pomoci automatické pipety & tonozstvi:

e pro zakysove kultury 8l,

e pro vzorky syéi 30 ul prislusnéhdedini (fedéni uvedeno v filoze A)

Kromé vzorki proteim byly nandSeny pomoci automatické pipety dva dathgdard:

* molekulovy hmotnostni standard - Protein Test Migtlb for SDS PAGE
(Serva, Heidelberg, &necko) s proteiny o definovanych molekulovych
hmotnostech 29,0; 21,0; 12,5 a 6,5 kDa, v mnozsbvul, standard — Casein
solution from bovine milk — 5 % (Sigma Aldrich),ztok snési o, p a k kaseirt
s definovanymi molekulovymi hmotnostmits; — 22-23,7 kDaas, — 25 kDa,

B — 24 kDax — 19 kDa.
Po zaplgni vSech jamek vzorky a standardy, byla elektrafoké komora pekryta vikem,
piipojena ke zdroji stejnostmého proudu a fijpravena ke spudti. Jako konstantni
veli¢ina byla nastavena hodnota proudu, ostatntivglibyly nastaveny tak, aby nebyly
limitujici. Diky odliSnym vlastnostem gelu vyZadui@zdy gel jiné hodnoty proudu.
Pro pohyb proteiln v koncentranim gelu byla nastavena hodnota proudu 35 maA.
Jakmile se proteiny dostaly k separmu gelu, byla hodnota proudu zvySena na 40 mA.
Z divodu chlazeni byladhem celého procesu aparatura (vana, v niZz jsou gaelgény
v drzacich) poniena do studené vody s ledem. MnoZstvi vody gksitoyt piilis velke,
aby nedochazelo k nadnasSeni aparatury. Sé&marproces byl zastaven v momént
kdy celo elektroforézy vizualizované bromfenolovou rfipdoputovalo ke spodni hranici
separaniho gelu. Sepatai proces trval zhruba 1,5 hodiny. Po ukemi elektroforézy
byly z drzaki vytazeny skla, mezi nimiz se nachazi gely. Ogattak aby nedoSlo

k potrhani gelu, byla od sebe @tikha jednotlivd skla a odstré&m koncentrani gel
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za pomoci skalpelu. Ziskané segaiagely byly fixovany po dobu 30 min. v nadob
s fixatnim roztokem. Po fixaci byly gely vyjmuty z fikaiho roztoku a vlioZzeny na hodinu
do barviciho roztoku, kde doSlo k jejich obarvepd. sliti barviciho roztoku byly gely
pieneseny do odbarvovaciho roztoku. Barvici roztolgZné pouzivatdkolikanasoba.
Odbarveni gél pomoci odbarvovaciho roztoku probihalo do druhdde. Fixace, barveni
i odbarvovani gél se provadlo jednotliw v samostatnych miskach [59].

Gely byly druhy den po odbarveni sejmuty digitalrfimoaparatem OLYMPUS VR-310
(Olympus, Japonsko) s objektivem Olympus Lens vmaZMAKRO. Snimky gal byly
analyzovany pomoci programu BiolD (Vilbert Loumatance). Po manualnim oziesi
pozic jednotlivych bani vzorki vcéetne molekulovych standatd byly programem
vypocteny hodnoty molekulové hmotnosti proteinovych @iakAnalyzované gely byly
dale statisticky vyhodnoceny metodou shlukové analypriméry mezi skupinami,
Euklidovské vzdalenosti) v programu BiolD. Vysledkdoyly sestrojené dendrogramy

pro jednotlivé zakysové kultury a syry.

5.2.2 Metoda Urea-PAGE

Vlastni analyze pomoci Urea-PAGEedchazela iprava vzork zakysu (piloha C)
a [riprava roztoly, ze kterych sefipravuji separéni a koncentréni gely. Slozeni roztak
a geh pro Urea-PAGE, je uvedeno Yilpze (giloha C).
Pro vlastni analyzu byla pouZita stejna vertikédhdktroforetickd aparatura (Bio-Rad)
jako u gedeslé metody SDS-PAGE. Cely sepgafgroces a metodika probiha ve stejném
sledu, jako tomu bylo u SDS-PAGE. Rozdily v metedioproti SDS-PAGE byly
nasledujici:
* Pro zahajeni sepamho procesu bylo nutné zmt konstantni vetinu (hodnota
napsti). Diky odliSnym vlastnostem gelu vyZzaduje kaZgb} jiné hodnoty nafti.
Pro pohyb proteiin v koncentranim gelu byla nastavena hodnota ¢t&a280 V.
V moment kdy se proteiny dostaly k sepamému gelu, byla hodnota n&p
zvySena na 300 V.
« Uprava gel po separgnim procesu. Gel se nechal barvit pomoci barviodatoku
do druhého dne tps noc). Odbarveni bylo poté pro¥ad destilovanou vodou,

do doby nezZ doSlo k projasm pozadi.
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5.2.3 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin v zakysech

Ptiprava vzork pro analyzu volnych aminokyselin zahrnovala extrakxtrakce volnych
aminokyselin byla provedena podle Pachlové a ikdl}:[

K navazenému lyofilizovanému vzorku (1 g) v 15mllypoopylenové uzaviratelné
zkumavce bylo fidano 10 ml lithno-citratového pufru. $mbyla smichana a po dobu 30
minut ponechaiépat naiepace LT2.Poté prakhlo odstedovani pomoci oditdivky
EBA 21 (Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen) p 000 ot., po dobu 20 min.
Supernatant byl slit do 25 ml odmé baiky. Extrakce pevného zbytku se opakovala
za gidavku 7 ml lithno-citratového pufru jéStlvakrat. Extrakty byly spojeny a oédma
baitka byla doplgna do objemu 25 ml lithno-citratovym pufrem. KaZlypfilizovany
vzorek zakysové kultury z jednotlivych inkupéch ¢asi byl extrahovan sowtire
dvakrat. Obsah odémé baiky byl dikladné promichan a filtrovan do 4 mikrozkumavek
eppendorf. Vzorky v eppendorfkovych mikrozkumavkatlyly posléze odstediny
na odstedivce MIKRO 200R, (Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, utilingen)
pii 10 000 otdek po dobu 45 min.

Ziskany supernatant byl fgd konénou analyzou filtrovan ies stikackovy filtr

s porozitou 0,4bm a poté davkovan do chromatografického systémuisa®bvolnych
aminokyselin byl analyzovan pomoci analyzatoru akyselin s lithno-citratovymi
elwenimi pufry a nynhidrinovou detekci (Amino Acid Ayaker AAA 400, Ingos, Praha,
Ceska Republika). istroj pracuje na principu igidotlaké kapalinové chromatografie
sionexovou kolonou, ninhydrinovou derivatizaci aotofnetrickou detekci.
Chromatografické kolona byla napira pryskyici s negativnim nabojem. Chromatogramy
byly vyhodnoceny pomoci softwaru Chromulan (Ingos.09. Stanovovany byly
aminokyseliny: kyselina asparagova, treonin, semsparagin, kyselina glutamova,
glutamin, prolin, glycin, alanin, valin, metionirgystein, izoleucin, leucin, tyrozin,

fenylalanin, lyzin, histidin, arginin, ornitin, citlin a kyselina;-aminoméselna [61].
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5.2.4 Stanoveni tvorby biogennich amii v zdkysech a syrech v zavislosti na déb
skladovani

Vlastni analyze v chromatografickém systémedghazelaipprava vzork:

Prvni fazi pipravy vzorkKi byla jejich extrakce. Extrakce biogennich ainmirbyla
provedena podle Bikové a kol. [61]. Pro stanoveni biogennich airigly pouzity vzorky
zrajiciho syra s nizkodoéiwvanou syeninou, které byly vyrobeny v celkem sedmi
vyrobnich sériich (samotna vyroba nebyl@dmetem této diplomové prace): z kazde
vyrobni série (7 celkem) byly vybrany pouzé éodbérové terminy (1. den, 28. den
a 84.den od vyroby). Ke stanoveni biogennich anzékysovych kultur byly pouZzity
vzorky ziskané po 6, 24 a 48 hodinach od inokul&gamotnd extrakce probihala
za dodrzeni stejnych podminek a kipkako tomu bylo u fipravy vzorki pri stanoveni
volnych aminokyselin (5.2.3 — Stanoveni obsahu ywinaminokyselin u zakysovych

kultur, extrakce). Rozdil byl pouze v pouZzitém aktnim roztoku (0,6M HCIQ).

Druhou fazi pipravy vzorki byla jejich derivatizace. Dgisté, sklegné, uzaviratelné,
derivatiz&ni nadobky bylo automatickou pipetou napipetovad il vnitiniho standardu
(1,7-heptandiamin v koncentraci 500 mg/l). K ymitnu standardu byl odpipetovan 1 ml
vzorku. Pro kazdy vzorek seildly tii paralelni stanoveni. Nasletlbyl piidan 1,5 ml
karbonatového pufru (pH 11,0-11,1) a 2 detstw pripraveného roztoku dansylchloridu
(koncentrace 5 g/l vacetonu). Derivatima nadobky byly umighy do temna
a protepavany po dobu 20 hodirdpaku LT2). Nasleda bylo ke sndsi pridano 200Qul
roztoku prolinu (100 mg/ml) a ste byly ot protepavana po dobu 1 hodiny. Po s&emi
doby tepani byly pidany 3 ml heptanu a po dobu 3 minut bylaé¢snpromichavana.
Béhem této doby doSlo k uvalni pritomnych biogennich amindo heptanu. Nasledn
se nechala heptanova vrstva ustalit acbtddd ostatnich vrstev. Z této odldné heptanové
vrstvy se odpipetoval 1ml do vialky a nechal sg@ 0°C pod proudem dusiku
v termobloku EVATERM odpiét. Suchy odparek byl poslézéeztn 1,5 ml acetonitrilu.
Takto gipraveny vzorek se uchovaval do doby analyzy mrazirenskych teplotach.
Bezprostedre pred analyzou byl vzorekigfiltrovan ges stikackovy filtr s porozitou

0,22um a poté nadavkovan do chromatografického systé&2iju [

Biogenni aminy byly stanoveny pomoci vysokotlak@daové chromatografie (HPLC)
(bindrni pumpa LabAlliance, USA, autosampler Laiskite, USA, kolona Agilent Eclipse
Plus C18 RRHD a rozény 3,0 x 50 mm s termostatem; UV/VIS DAD detektor
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(A = 254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent Teclogies) s pedkolonovou derivatizaci
dansylchloridem. Ekni program je vtab. D2 iflohy D. Standard byl ipraven
smichanim 9 biogennich aniirhistamine, approx.97%, 2-phenethylamine, tyrandi9eo
(T), putrescine dihydrochloride, cadaverine, spdm@, spermine, tryptamine
a 1,7-diaminoheptan — Sigma — Aldrich v sodncatitvém pufru (pH = 2,2) o koncentraci
500 nmol-mil' kazdého biogenniho aminu (sloZeni pufru tab. Gfloipa D). Pro vypoet
obsahu biogennich aniirbyla pouzita metoda viiitiho standardu (1,7-diaminoheptan).

Kazda smis byla analyzovana minimamlvakrat.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Kysaci aktivita vybranych zakysovych kultur

Kysaci aktivita je vysledkem celkové biochemickéialy pouzitych zakysovych kultur.
Sledovani aktivity zakys je dilezité z hlediska spravného a dostatho prokysavani
syn [14]. Existuji divody, pra@ je dilezité znat kysaci aktivitu starterovych kulturviim

z nich je rychlost prokysani, ktera jeileZitou technologickou vlastnosti a prevenci
sekundarni kontaminace. DalSinivddem ntize byt minimalizace kolisani produkce
kyseliny mi&né, které zarti standardnost vyrolik ale i zabraéni prekysani starterove
kultury, coz niize vést k poSkozeni BMK starterové kultury. Biockek@ aktivita
takovéto starterové kultury je do zim& miry potléena nebo seibec neprojevi [14].

Kysaci aktivita byla pozorovana u sedmi mezofilnkettur (tabulka 2). Jednotlivé druhy
pouzivanych starterovych kultur produkuji kyselinonléénou 1iznou rychlosti.
Za snerodatny ¢asovy uUsek byl zvolen 8 hodinovy interval, nébotomto ¢asovém
intervalu nafistalo dleni BMK a zvySovala se i intenzita jejich metaboiu. Dochazelo
k rychlému vyuzivani substratu a aktivnim metaloéien BMK se vytvéilo nejvice
kyseliny mi&né (primarni metabolicky produktl:im vice vzniklo kyseliny mkné, tim
rychleji klesla hodnota pH az na poZadovanou hadrogiselosti zakysu. i vyrob¢
piirodnich sy&i se fermentace ukeénje pi hodnot pH 4,95-4,9 [25, 26]Cim je doba,
za kterou kultura dosahne této pozadované hodnatykmatsi, tim ma zakysova kultura
vyrazrejSi kysaci aktivitu. Této pozadované hodnoty pHobylosazeno u &Siny
zakysovych kultur pravv pribéhu 8 hodin inkubace. Vyjimkou byla kultura smetaiov
kterd této hodnoty pH dosahl&lgizné mezi 16-18 hodinou inkubace.

Jak je tedy patrné z grafu 1 k nejvySsi produksiekiymy mi€né doslo wasovém intervalu
0 az 8 hodin. \tase 0 doslo k zg&&ovani mléka fisluSnou zakysovou kulturou. Vychozi
hodnota aktivni kyselosti proto odpovida hodn@H, kterou ndlo samotné miéko
(pH 6,6). Ucerst¥ nadojeného mléka dosahuje hodnot z rozmezi 6,4Migko ma vSak
urgitou pufratni schopnost dikyfftomnosti bilkovin, fosfét a citrafi, proto nelze zachytit
prvni stadium rozkladu laktosy jako #mu pH, i kdyZ jiz mohlo dojit k tvogburéitého
mnozstvi kyseliny mkéné [28]. V nasledujicich hodinovych intervalech hixelo vSak
postupr k vice ¢i méné vyraznému poklesu aktivni kyselosti v zavislosd pouzité
kulture. Od 8 hodiny byl zaznamenan u zakysovych kultirnynpokles aktivni kyselosti

v disledku pomalejSi produkce kyseliny kné€, neb6 kysaci aktivita a intenzitaistu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

mikroorganisni byla v této fazi jiz nepatrnai#inou je nizké pH, nahroma&adé mnozstvi
kyseliny ml&né a postupné ¥erpani zZivin viéstovém médiu, coz mohlo vést k inhibici
BMK [3]. K silné inhibici fermentace dochaziimizSim pH a fermentace se zastavuje
pii pH nizSim nez 4,5 [63]. WYasovém obdobi od 12 hodin secala projevovat,
pii dosaZzeni hodnoty pH 4,2, gekysani pouZzitych zakysovych kultur. Vyjimkou byla
kultura smetanova. Kipkysani této kultury doSlo az po 24 hodinach inkeb&ekysani
se projevovalo nadémnou tvorbou nefljemného aroma. Postupriochazelo ke zemeé
viskozity s naslednym odtbvanim syrovatky visledku kyselého srazeni kasein
Po uplynuti 12 hodin kultivace byla i nadale sle@ite kysaci aktivita zakysovych kultur
a to az po dobu 30 hodin inkubede2b °C. Jak je tedy patrné z grafu 1 kultura smeta
se svou kysaci aktivitou od ostatnich zakysovycltukuviditelné odliSovala. Jedna
se o kulturu zakladni a mezitipmnymi BMK se uplatuje symbioticky vztah [25].
Na paatku, stej@ jako u ostatnich zakysovych kultur, dochazelo lapaaci kultury
(inkubani stadium) a tedy k nizké tvarlkyseliny ml€né. Toto stadium, kdy dochézelo
pouze k nepatrnému mnozZeni mikroorgarnismredevSim kyselinotvornych laktokbk
trvalo piblizné po dobu 8 hodin. ¥asovém intervalu od 8-24 hodin dochazelo,
ve srovnani s ostanimi zdkysovymi kulturami, k peemu poklesu aktivni kyselosti (pH
4,2). Ricinou mohla byt biochemicka (aromatvorsianost — za tvorby diacetylu) aktivita
leukonostok, ktera se fidala k biochemické aktiwitlaktokolkii. Tento symbioticky vztah
mohl byt i @i¢inou nEkolikahodinového odstupu kysaci aktivity smetankutury oproti
ostatnim zakysovym kulturam [25]. Z grafu 1 tedyplyulo, Ze nejrychlejSi kysaci
aktivitu vykazovala kultura Delvo LL-50B DSL. Jedrse o kulturu typu O, tudiz
je kyselina mléna wtSinovym produktem jejiho metabolismu a k prokys&uslio
jiz béhem 6 hodin [14, 23]. Kultury C352 a C502 maji éegloZzeni BMK jako kultury
FLORA DANICA a CHN-19. Pravgpodobrt se vsSak liSi v pogru pouzitych drub

¢i kmeni mikroorganisnd. Mechanismy femeny laktosy na kyselinu mé@ou se mohou
v ramci drulii ¢i kmeni mikroorganisnmi znan¢ liSit a odpovidaji metabolické draze
rozkladu laktosy (BMK homofermentativni, BMK heté&gomentativni) [14]. Kinetika
pouzitych kmefh musi byt pizpisobena podminkdam procesu a &min cinitelaim

v potravindch [63]. DalSim rozdilnym parametremi jiorma a zfisob pouziti kultury.
Kultury C352 a C502 jsou &éeny k gimému zaodkovani produktu, nehbse jedna
o koncentraty cistych milékaskych kultur nabizejici rychlou fermentacki pnizkém
ockovacim pomdru. Naopak kultury FLORA DANICA a CHN-19 jsou ve rioe
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Redi Seti, které slouzi k inokulaci provozniho zakysu [2Bke zd&adit kultury C352,
C502 spolén¢ s kulturami FLORA DANICA a CHN-19 ke kulturdm schjejSi

prokysavaci aktivitou.
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Graf 1: Kysaci kivky vybranych drulh zakysovych kultur v gib¢hu celéhatasového intervalu #siieni (30 hodin), teplota kultivace 25 °C.
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6.2 Proteolyticka aktivita vybranych zakysovych kultur

6.2.1 Metoda Urea-PAGE

Praktickacast byla zahajena optimalizaci metody Urea-PAGEhOdpu urei pro &které
aplikace je to, Ze nema vliv na vimi naboj proteift a tak separace polypepiidkteré
proteiny vytvdi, bude na zakladvelikosti a naboje [64]. ByloideZité nadit se pracovat

S aparaturou, spravmiipravovat roztoky, vzorky a vlastni gely. Dale byaezité zjistit,
jak se budou vzorky a standardy vilmthu elektroforézy chovat. Nebude-li nutné vzorky
a postup prace vhodnupravovat (modifikaci fdpravy, fecni, Upravy pH, z#tSenim

¢i zmenSenim davkovaného mnozstvi, Uprava hodnotstkomiho nafii, apod.)
pro dosazeni optimalniho vysledku. Prvnim g&jsn bylo kratkodobé skladovani
piipravenych vzori pii -18 °C po dobu nejdéle 14 dni. Ptekraieni doby skladovani
byly vzorky degradovany a bandy byly netelnéci vibec nebyly na elektroforegramu
patrny. Pro kaZzdou dalSi analyzu byly pouzivanykyonax. 7 dni staré. Problém starnuti
(degradace) se po delSi dotibjevil i u puffi pouzivanych proifpravu gel, neba tyto
pufry obsahuji ureu. Hlavnim problémemi pouziti urei je nahromadi kyanatovych
iontd v zasobnich roztocich vuasledku chemické izomerace. Kyanatove ionty reaguji
s aminoskupinami, které tiiostabilni karbamidové derivaty a takémi naboj proteinu
[64]. Proto byly roztoky a vzorkové pufryfipravovany znovucerstvé a v prbéhu
elektroforézy byla aparatura chlazena, meborba kyanitovych iorit se zrychluje

s rostouci teplotou [64]. U vzorkovych piifikde je také itomna urea, by mohl pomoci
I pridavek lysinu, ktery také potiaje reakci isokyanatu s proteiny [64]. Problém nermah
podstatijSi a zasadni, ktery secasovych dvodi nepodélo vyieSit, byl zfisoben
Spatnym zobrazenim zvolenych standa(@rotein Test Mixture 5 (Serva, Heidelberg,
Némecko) a Casein solution from bovine milk — 5 %g(8a Aldrich)) (obrazky C1 a C2
v piiloze C). Pomoci standardse analyzuje velikost proteinovyché@i vytvorenych
¢innosti zakysovych kultur ve vzorku zakysu, kteaézgolenych podminek nebylo mozno
detekovat. Kvalita banidje také zavisla na tlotée gelu. Tedi gely, napiklad 0,75 mm
vykazuji lepsi vysledky nez gely o tlaie& 1,5 mm g [65]. Jednou z moZnydiicm mohla
byt prav urea. Nevyhodou urei jako ogldvacihocinidla je kombinace velikosti a nalioj
frakci brénicich fesnému stanoveni molekularni hmotnosti. PouZiti nemusi byt
natolik vyhodné jako SDS, nebopii rozliSovani proteii se nemusi podia

az 50% komplexu proteinové $sn vstoupit do gelu [64]. Mohlo také dojit k degaad
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bilkovin ve standardu zigodu delSi doby skladovani. Aby byla tato moznodowena,

byl objednan zcela novy standard. Vysledek byl vstdjny. Gilezitou roli niize hrat

i pufr, protoZe iontové sily a pH maji vliv na raggbnost protei [66]. Mnoho bilkovin
jsou rozpustné ip vySSim pH, takze Tris(hydroxymethyl)metylamine gasto pidavan

za &elem zvySeni tohoto pH. Nicm&nproteiny se liSi ve své rozpustnosti dzmych
hodnotach pH, takZze pouZitiznych puffi miZe extrahovatizné sady protein Volba
pufru a pH roztoku fdpravy vzorku nize vyrazg ovlivnit, které bilkoviny jsou usgne
solubilizované [66]. Bylo provedeno mnoho pokusle zadny nejnesl uspokojivy
vysledek. ProtoZze se nepditla metodu Urea-PAGE optimalizovatétem zvoleného
c¢asového obdobi, bylo figtoupeno ke stanoveni proteinového profilu pomoci

optimalizované metody SDS-PAGE.

6.2.2 Metoda SDS PAGE

Metodu SDS polyakrylamidové gelové elektroforézyDE PAGE) bylo nutné
optimalizovat po strancéedni vzorki tak, aby nedoSlo kiptizeni elektroforegramu.
Pretizeni se po obarveni ggbrojevovalo vyraznymi fleky, které zabiraly velkplochu
(obr. E1 v piloze E). Nebylo tedy moZné posoudit, zda doSIplkému rozdleni vSech
proteini. Druhym krokem bylo zjistit jakou koncentraci pakyylamidového gelu pouZit.
Koncentrace akrylamidu pouzitého Kpgraw gelu zavisi na velikostech protéjnkteré
chceme separovat. Nizka koncentrace se pouzivpakase protei 0 vysoké molekulové
hmotnosti, zatimco vysoka koncentrace se pouZis@plaraci proteino malé molekulové
hmotnosti [67]. Byly vyzkouSeny dvkoncentrace akrylamidového gelu (12% a 15%).
Po vzajemném porovnani a zhodnoceni rozseparovaiditalnosti jednotlivych band
byly zvoleny gislusné koncentrace akrylamidového gelu (obr. E3, VExiloze E).
Pro proteinovy profil zakysovych kultur byla zvogehkoncentrace akrylamidového gelu
15%. Ke stanoveni proteinového profilu u vaoyra pak koncentrace akrylamidového
gelu 12%.
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1. Vysledky stanoveni proteinového profilu zakysovicittur

Obrazek 6 zobrazuje reprezentativni gel se séofkizzakysi po 6hodinové inkukigi
doke. Do prvni a pedposledni jamky byl pipetou nanesen standard iRrdtst Mixture 5
(Serva, Heidelberg, &mnecko) o jednotlivych velikostech prot&in29,0; 21,0; 12,5
a 6,5 kDa. Do posledni jamky byl pipetou nanesandsrd Casein solution from bovine
milk — 5 % (Sigma Aldrich)s frakcemi, B a x kaseiri. Poté byly nanaSeny jednotlivé

vzorky zakys.

Obrazek 6: Proteinovy profil vzoikzakysu po 6hodinové inkubaci ziskany metodou SDS-
PAGE (15% gel): 1: Protein Test Mixture 5, 2: CHBI-B: FLORA DANICA,
4: Delvo LL-50B DSL, 5: Delvo DX-33D DSL, 6: C352; Laktoflora smetanova,
8: C502, 9: Protein Test Mixture 5, 10: Casein sotufrom bovine milk — 5%.
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Po manualnim oziani pozic jednotlivych baridvzorki véetre molekulovych standatd
byly programem BiolD vyptieny hodnoty molekulové hmotnosti proteinovych &iak
zakydi (Tabulka 3).

Tabulka 3: Srovnani proteinovych prdéfjednotlivych zakys po 6hodinové inkuliai
doke, velikost proteif v kDa.

chno | FLORA |DeloLL50B| MO | | Lakiofora | .o,
DANICA DSL o smetanova
2320 | 2926 29,28 2055 2034|2291 2342
2077 | 26,04 21,40 2406 2356] 21,01 2116
18,68 | 2395 18,83 21,76 2149 1816 188
1409 | 2178 17,09 1935 1859 1634 13,92
11,20 | 19,40 14,44 17,41 1697 13,74 1149
17,53 1479 | 14,32 9,68
15,05
12,11
10,48

Z tabulky 3 je #ejmé, Ze po 6hodinové inkubaci bylo identifikovanaSech druth zakysi
min. 5 proteiti s molekulovou hmotnosti v rozmezi 9,6 az 29 kDatdda SDS-PAGE,
kterd rozdluje bilkoviny na z&klagl molekulové hmotnosti je velmicinna pro tSinu
bilkovin. JelikoZ jsou si vSaktyii frakce kaseifi velikostré docela podobné, SDS-PAGE
nemusi byt filiS G¢inna [68]. Pravdpodobré by doSlo k lepSi separaci pomoci Urea-
PAGE [69]. B-kasein se vyzraje velmi vysokou povrchovou hydrofobnosti. Dochazi
tak urgj knavazovani zrmého mnozstvi SDS, coZz m& za nésledek vyssi
elektroforetickou pohyblivost neds;-kasein, pestoze jde o &Si molekulu. Na druhou
stranu SDS-PAGE je velmi efektivni pfeSeni syrovatkovych bilkovin [68].

Béhem prvnich 6 hodin inkubace dochazelo k prokyséméka fznou rychlosti

v zavislosti na kysaci aktiwitpouzité kultury. Postuginse snizovalo pH k izoelektrickému
bodu kaseinu. Kysaci aktivita zakysovych kulturytedomtocasovém intervalu (6 hodin
od inokulace) pevazovala nad proteolytickou aktivitou. Zakysovaltka FLORA
DANICA ma pomalejSi kysaci aktivitu nez kultura RelLL-50D DSL. Dosahla tedy
izoelektrického bodu kaseinu pafid Na druhou stranu se vyzfavala nejintenzivsi
hydrolyzou proteii béhem 6 hodin inkubace zakysU této kultury bylo identifikovano

az 9 proteii s molekulovou hmotnosti v rozmezi 10,48 az 29,P&.kVyswtlenim
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by mohlo byt rozdilné zastoupeni BMK, jejich vzajgnpontr a druh kmenu, ktery byl
pouzit. Kultura FLORA DANICA obsahuje kmeriyactococcussp. stejs jako kultura
Delvo LL-50D DSL. OvSem kultura FLORA DANICA obsgkui kmen Leuconostoc
mesenteroidesubsp. cremoris Lactococcus lactige dilezitym komponenteméthto
starterovych kultur a ke svémiistu vyZaduje komplex aminokyselin, které si dokéaiikey
svému slozitému proteolytickému systému, ziskad Aydrolyzou kaseiin Kaseiny jsou
hlavnim zdrojem aminokyselin picactococcus lacti$70]. RodLeuconostomevykazuje
proteolytickou aktivitu a kmen, ktery kultura FLORADANICA obsahuje,
je z leukonostok nejmért aktivni a nejnéarénéjSi na fistové faktory, vitaminy skupiny B
a aminokyseliny [17]. Rateini rast laktokoki v mléce zavisi na obsahu nebilkovinného
dusiku. Jakmile je obsah nebilkovinného dusikieyyan, jedna z proteindz pozastaistr
burgk, zatimco degradace kaseinu druhou proteindzowituye dalSi ést burek, ktere
presahuji mnozstvi POKTJ/mI. Tyto bakterialni typy se mohouiznymi zpisoby
vzajemr¢ ovliviiovat [71]. U smisnych starterovych kultur je nutné docilit symbio®sp.
zajistit vzjemné stimuéai pasobeni na ust a biochemickou aktivitu jednotlivych
zastupa@ kultury [10]. U kultury FLORA DANICA Slo pravépodobrg o podporu istu
leukonostok za pouziti pra¥ takovych kmefi Lactococcussp., které se projevovaly

vyraznou proteolytickodinnosti.
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Dendrogram with homology coefficient %6:5.0 { UPGMA )
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Obrézek 7: Dendrogram proteinového profilu zdikyge 6 hodindch inkubace: 2: CHN-19,
3: FLORA DANICA, 4: Delvo LL-50B DSL, 5: Delvo DX-3D DSL, 6: C352,
7: Laktoflora smetanova, 8: C502.

Dendrogram na obrazku 7 vyjage s 5% chybou podobnost kultur s kontrolni kudtur
Laktoflora smetanova jako zakladni kulturou po @ihéach inkubace. Svislotarou jsou
spojeny z&kysy, které vykézaly blizkost v ramciveaené shlukové analyzy na zékiad
proteinovych profil. V prvnich hodinach inkubace se zdala byt smetanalture velmi
podobna kultura C352. Nejmensi podobnost na kultumetanovou vykazovala dvojice
kultur CHN-19 a C502. ilesto se po 6 hodinach inkubace neprojevovaly v¢ramadily

mezi zakysovymi kulturami.
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Na obrazku 8 dast A) je zobrazen reprezentativni gel se sérii rkizozakysi
po 24hodinové inkuldai dok®. V ¢asti B obrdzku 8 je zobrazen reprezentativni gsiesie
vzorki zakysi po 48hodinové inkuliai doke.

Obrazek 8: Proteinovy profil vzoikzakysi ziskany metodou SDS-PAGE (15% gel):
¢ast A po 24hodinové inkubadiast B po 48hodinové inkubaci: 1: Protein Test Migt8,
2: CHN-19, 3: FLORA DANICA, 4: Delvo LL-50B DSL, Pelvo DX-33D DSL,
6: C352, 7: Laktoflora smetanov4, 8: C502, 9: Rnoiest Mixture 5, 10: Casein solution
from bovine milk — 5 %.

Z tabulky 4 je ¥ejmé, Ze nebyly zaznamenan§tsi rozdily mezi proteinovymi profily
po 24hodinové a 48hodinové inkubéd dok (vizualrt znazorgno na obrazku 8).
Pri vzdjemném porovnani 24hodinové inkubace s 48lowdin inkubaci Ize vSak shledat

rozdil v proteinovém profilu kultury smetanové al\@eDX-33D DSL.
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Tabulka 4: Srovnani proteinovych prafjednotlivych zakys po 24 a 48hodinové
inkubaci, velikost proteinv kDa.

24 hod.
Delvo
FLORA Delvo LL- Laktoflora
CHN-19 DANICA e| 50B DSL D)é'ng €352 smetanova €502
77,95 79,22 97,91 78,96 79,48 102,7R 19,46
19,12 19,50 19,65 29,71 19,70 26,57 13,24
12,79 13,24 13,38 27,26 13,70 24,24
19,73 19,48
13,45 13,89
12,21
48 hod.
Delvo
FLORA Delvo LL- Laktoflora
CHN-19 | baNIcA | 50B DSL Dé'g’f’D C352e | snetanovs — ©°02
71,65 73,14 78,14 72,14 76,52 74,94 72,89
18,82 18,82 19,15 18,90 19,30 19,11 19,11
12,18 12,39 12,79 12,74 13,41 12,82 12,74

Po 24 a 48hodinové inkubaci byly identifikovany ttSiny zakys pouze 2 proteiny
s molekulovou hmotnosti v rozmezi 12,21 az 29 kpratéiny s molekulovou hmotnosti
nad 29 kDa lze pokladat za syrovatkové bilkovingak vyplyva z grafu 1, zhruba
po 6 hodindch inkubace dochazelo jiz vlivem vySSihmoZzstvi kyseliny miné

i u zbylych zakyd ke snizeni pH na hodnotu izoelektrického bodu ikasé¢pH 4,6).
S dalSim poklesem pH néwytvorenécéastice zéaly agregovat ve fortnietzch a svazk

s vytvaenim si¢ gelu. Kyselym sradzenim tedy vznikla sraZzenina stygnou synerezi
dochazelo k uvdlovani zn&aného mnozstvi syrovatky. U zakysu s kulturou Ldkiaf
smetanova, ktera ma pomalou kysaci aktivitu a edetkého bodu kaseinu bylo
dosazenoiiblizné pii 20 hodinach inkubace, bylo identifikovano po 2tiimach inkubace
5 proteiri s molekulovou hmotnosti v rozmezi 12 az 29 kO&imou mohla byt pomala
proteolyticka aktivita. Proto Ize u zakysu nalégtj 5 proteiri s molekulovou hmotnosti
vrozmezi 6,5 az 29 kDa. Da séegpokladat, Ze se po 24 hodinach inkubacealaa
pomalu projevovat proteolyticka aktivita, n&bdoslo k nepatrnému zmenseni velikosti
proteini s molekulovou hmotnosti pod 29 kDa jak je patrnrateinového profilu
po 48 hodinach inkubace. Nasl€dsy mohlo dochazetiznou rychlosti (dle proteolytické
aktivity zakysove kultury) k 8peni peptidovych vazeb srazeniny vznikiadm 24 hodin.
Tato domrnka by se rda potvrdit them odiBrovych dri (1. den, 14. den, 28. den,
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56. den a 84. den)ipstanoveni proteinovych prafilsyri. S pozdjSim dnem odéru by
mélo tedy dochazet k nastani pétu proteinovych $pu.

Dendrogram with homology coefficient %.5.0 { UPGMA, §

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

7

Obrazek 9: Dendrogram proteinového profilu zdikye 24 hodinach inkubace: 2: CHN-
19, 3: FLORA DANICA, 4: Delvo LL-50B DSL, 5: DelvbX-33D DSL, 6: C352,
7: Laktoflora smetanova, 8: C502.

Dendrogram na obrazku 9 vyjage s 5% chybou podobnost kultur s kontrolni kudtur
Laktoflora smetanova jako zakladni kulturou po 2fihové inkubaci. Z dendrogramu
vyplynulo, Ze se jiz kultury zraé liSily svymi proteinovymi profily od kultury
smetanové. Podobnost s kulturou smetanovou se pwhlb pod hranici 65 %.
Pti porovnani s odirem po 6 hodinach, kulte smetanové se podobala vice kultura Delvo
DX-33D DSL. Kultura FLORA DANICA se podobala spikalturam CHN-19 a C352.
Nejmensi podobnost v porovnani s & po 6 hodinach inkubace staléstala mezi

kulturou smetanovou a C502.
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Dendrogram with homology coefficient %:1.0 { UPGMA, §

100%90% &80% 70% &60% 30% 40% 30% 20% 10%0%

7

Obrazek 10: Dendrogram proteinového profilu zékys 48 hodinach inkubace: 2: CHN-
19, 3: FLORA DANICA, 4: Delvo LL-50B DSL, 5: DelvbX-33D DSL, 6: C352,

7: Laktoflora smetanova, 8: C502.

Dendrogram na obrazku 10 vyjage s 1% chybou podobnost kultur s kontrolni kudtur
Laktoflora smetanova jako zakladni kulturou po 48hové inkubaci. Byla zvolena
1% chyba, neldpii 5% chyk¥ byly vSechny vzorky zakysvzajemr naprosto totozné.
Z dendrogramu vyplynulo, Ze se z&kysy po 48 hodina&kubace svymi proteinovymi
profily vyrazre neliSi od proteinovych profilzakys: po 24 hodinach inkubace. Vytiily

se vSak pouze dva zakladni shluky. Kidtemetanové se po 48 hodinach podobaly kultury
Delvo LL-50B DSL, Delvo DX-33D DSL a C502. Nejmé&rse podobaly kultte
smetanové kultury CHN-19, FLORA DANICA a C352. Nauldou stranu je nutné
zdiraznit, Ze prezentovana rozdilnost kultur byla #kgéia s minimalnim koeficientem
podobnosti.

Prestoze po 6 hodinach inkubace se zdala byt taulsmetanové velmi podobna kultura
C352, po 24 hodinach se rozdilnost me#mito kulturami zn#&né¢ prohloubila.
Po 48 hodinach inkubace dokonce doSlo k vigmnd vzdaleného shluku kultur C352,
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CHN-19 a FLORA DANICA, které se svym proteinovymofilem vyrazé liSily

od smetanove kultury.

2. Vysledky stanoveni proteinového profilu vzérgyra v ptibéhu zrani

Na obrazku 11 je zobrazen reprezentativni gel sekyzsyii po 1 dnu zrani. Do prvni a
piedposledni jamky byl pipetou nanesen standard iRrdtest Mixture 5 for SDS PAGE
(Serva, Heidelberg, &necko) o jednotlivych velikostech protéi29,0; 21,0; 12,5 a 6,5
kDa. Do posledni jamky byl pipetou nanesen stan@askin solution from bovine milk —
5 % (Sigma Aldrich) s frakcemi, B ax kaseirti. Poté byly nanaSeny jednotlivé vzorky

syni.

Obrazek 11: Proteinovy profil vzaiksyra po 1 dnu zrani ziskany metodou SDS-PAGE
(12% gel): 1: Protein Test Mixture 5, 2: Delvo LD DSL, 3: FLORA DANICA,
4: CHN-19, 5: Delvo DX-33D DSL, 6: C502, 7: C352 Rotein Test Mixture 5,
9: Casein solution from bovine milk — 5 %.
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Tabulka 5: Srovnani profilu proteiednotlivych vzork syra po 1 dnu zrani, velikost

proteini v kDa.

Delvo LL- FLORA Delvo DX-
50B DSL | DANICA CHN-19 | 33ppgL | ©902 €352
21.40 21.89 22.55 22.52 21.71 2417
17.79 17.20 18.13 18.17 18,00 21,22
16,39 11,06 10,65 11,02 16,58 19,52
11,79 10.89 1751
1583
11.16

Z tabulky 5 je ¥ejmé, Ze po 1 dnu zrani byly identifikovany u vieghobnich sérii syr
min. 3 proteiny s molekulovou hmotnosti v rozme2iaz 25 kDa. U vzorku syra, ktery byl
vyroben za pouZiti kultury C352 bylo identifikovaggproteiri s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 11 az 25 kDa. Dale je patrné, Ze seizdeeyyskytovaly sérové bilkoviny, které
byly vylouéeny ze si¥eniny v syrovatce. Na proteolytickou aktivitu maivvikrome
proteolytickych enzyrin BMK také fada fivodnich enzyna prirozere piitomnych v mléce
(nagr. plasmin). DalSim hlavnim zdrojem proteolytickéiaky je i reziduélni koagukni
aktivita syidla pouzitého pro vyrobu syr(nag. chymosin, pepsin). Zgatku mize byt
tedy kasein hydrolyzovan pomoci zbytkovée koaguilaaktivity syidla nebo plasminu
[36]. Rozkladu proteitn se v prvnim dnu zréni s néfgi prav@podobnosti vyrazh
neltastni proteolyticka aktivita pouzityogiMK. Tento gedpoklad potvrzuje i tabulka 4,
kterda uvadi u &sSiny zakysovych kultur po 24hodinové inkubaciit@mnost
pouze 2 proteiin 0 velikosti 12 az 20 kDa. U kultury C352 bylo niegr patrné fisobeni
proteolytické aktivity plasminu a zbytkové koagtra aktivity syidla, nebd@ po 1 dnu
zrani bylo identifikovano u této kultury 6 protéia po 14 dnech zrani pouze 4 proteiny.
Pcatet proteii by se mdl s delSi dobou zrani zvySovat, nébse s#iznou rychlosti
(v zavislosti na kultte) zane projevovat proteolyticka aktivit€ MK, jak potvrdila
tabulka 7.
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Dendrogram with homeology coefficient %:5.0 [ UPGKMA )

100980% 20% 70% 60% S50% 40% 30% 20% 10%0%
T T T T T T T T T T

Obrézek 12: Dendrogram proteinového profilwigyo 1 dnu zrani: 2: Delvo LL-50B DSL,
3: FLORA DANICA, 4: CHN-19, 5: Delvo DX-33D DSL, 502, 7: C352.

Dendrogram na obrazku 12 vyjage s 5% chybou vzajemnou podobnost proteinového
profilu symi po 1 dnu zrani. Z dendrogramu vyplynulo, Ze sey g0 1 dnu zrani
(tzn. ihned po vyro¥) vzajem moc neliSily svymi proteinovymi profily. Nejvice byly
proteolytickou aktivitou podobné kultury Delvo LIGB DSL a C502. Dale pak kultury
FLORA DANICA, CHN-19 a Delvo DX-33D DSL. Kultura G2 vykazovala odliSnou
proteolytickou aktivitu oproti kulturam FLORA DANIE, CHN-19 a Delvo DX-33D
DSL. NejmenSi podobnost v proteolytickénnosti vSak vykazovala dvojice kultur
Delvo LL-50B DSL a CHN-19, dale pak dvojice DelvXE33D DSL a C502.
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Na obrazku 13 je zobrazen reprezentativni gel sekyzsyiti po 14 dnech zrani.

Obrazek 13: Proteinovy profil vzaiksyra po 14 dnech zrani ziskany metodou SDS-PAGE
(12% gel): 1: Protein Test Mixture 5, 2: Laktofl@metanova, 3: Delvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33D DSL, 502, 8: C352,
9:Protein Test Mixture 5, 10: Casein solution frbavine milk — 5 %.

Tabulka 6: Srovnani proteinovych prdéfjednotlivych vzork syra po 14 dnech zréni,
velikost proteiri v kDa.

Laktoflora | Delvo LL- | FLORA Delvo DX-

smetanova 50B DSL | DANICA CHN-19 33D DSL €502 €352
29,06 28,08 28,23 28,67 26,07 21 20,80
27,94 23,90 23,94 27,54 20,80 19,85 19,36
23,62 20,62 20,64 24,27 18,12 18,17 18,16
20,16 19,34 18,98 21,16 14,99 15,78 14,85
17,94 17,58 15,20 19,78 10,69 10,83
14,29 15,11 9,67 17,75
9,75 9,40 15,62

9,71

Z tabulky 6 je rejmé, Ze po 14 dnech zrani byl identifikovastsVv paet proteirh

s molekulovou hmotnosti v rozmezi 9 az 29 kDa meuut bylo po 1 dnu zrani. U syr

vyrobenych

pomoci

kultur

Laktoflora smetanova a velLL-50B DSL bylo
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identifikovano 7 proteifa s molekulovou hmotnosti v rozmezi 9 az 29 kDazbrku syra,

u kterého byla $ vyrob¢ pouzita kultura CHN-19 az 8 protéiis molekulovou hmotnosti
v rozmezi 9 az 29 kDa. Viéhu 14 dri od vyroby se zgala postup#é projevovat

proteolyticka aktivita zakysovych kultulCMK obsahuji na buftnou stnu vazané
proteinasy (CEP, lactocepin, PrtP), které prindigieptispivaji ke zrani hydrolyzou
stredre velkych a kratkych peptid produkovanych z kaseinptisobenim chymosinu
nebo plasminu [72]. Neftye dochazi fisobenim proteolytickych enzymk vytvaeni

Stépu o vySSi molekulové hmotnosti, jak dokazuje tabika

Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA, )

100%90% &80% 70% &60% 30% 40% 30% 20% 10%0%

Obrazek 14: Dendrogram podobnosti jednotlivychuust kontrolni kulturou Laktoflora
smetanova po 14 dnech zrani: 2: Laktoflora smet@n@vDelvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33D DSL, 502, 8: C352.

Dendrogram na obrazku 14 vyjage s 5% chybou podobnost kultur s kontrolni kudtur
(Laktoflora smetanova) jako zakladni kulturou. Kidt smetanové se nejvice podobala
kultura CHN-19. Svou proteolytickou aktivitou veosnani s kontrolni kulturou je dale
podobna dvojice kultur Delvo LL-50B DSL a FLORA DAGKA. NejmenSi podobnost
s kulturou smetanovou vykazovaly kultury C352 a £50
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Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA, )

100%90% 280% 70% &0% S50% 40% 30% 20% 10%0%

2

Obrazek 15: Dendrogram proteinového profiluigyo 14 dnech zrani:
2: Laktoflora smetanova, 3: Delvo LL-50B DSL, 4:GRA DANICA, 5: CHN-19,
6: Delvo DX-33D DSL, 7: C502, 8: C352.

Dendrogram na obrazku 15 vyfage s 5% chybou vzajemnou podobnost proteinového
profilu syru po 14 dnech zrani. Z dendrogramu vgplg, Zze se syry po 14 dnech zrani
zataly liSit svymi proteinovymi profily oproti syim po 1 dnu zrani. Nejviditejsi rozdil

v proteinovém profilu k ostatnim vzann syra, vykazuji vzorky swr k jejichz vyrok&
byly pouzity kultury C502 a C352. Tyto kultury vyi@valy niZsi proteolytickoginnost

na rozdil od ostatnich kultur, jak je patrné Ztpddentifikovanych proteilv tabulce 7.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 65

Na obrazku 16 je zobrazen reprezentativni gel sekyzsyiti po 28 dnech zrani.

Obrazek 16: Proteinovy profil vzaiksyra po 28 dnech zrani ziskany metodou SDS-PAGE
(12% gel): 1: Protein Test Mixture 5, 2: Laktofl@metanova, 3: Delvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33D DSL, 502, 8: C352,

9: Protein Test Mixture 5, 10: Casein solution frbavine milk — 5 %.

Tabulka 7: Srovnani profilu proteimpro jednotlivé vzorky syrpo 28 dnech zrani, velikost

proteini v kDa.

Laktoflora | Delvo LL- | FLORA Delvo DX-
smetanové | 50B DSL | DANICA | CHN-19 | 33ppg | ©902 | €352
2145 2949 2510 2917 2574 2484 27564
17.37 27.40 21,69 25 37 2361 2364 23,63
15.42 25 62 18.06 2433 2178 2181 2182
12.76 22.50 1566 22.24 17.35 2009 20,13
16.65 20.70 15.30 1555 1517
1458 16.74 13.12
11,60 1141 10,27

Z tabulky 7 je ¥ejmé, Ze po 28 dnech zrani nebyla identifikovaneaxyjSi zména
v pctu identifikovanych proteiln s molekulovou hmotnosti v rozmezi 10 az 29 kDa
nez tomu bylo po 14 dnech zrani. Dochazelo vS&olpenim proteolytickych enzym

k vytvareni S€pa o vySSi molekulové hmotnosti, jak dokazuje tabulkaRozsahlou
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proteolytickou aktivitu vykazovaly kultury Delvo 1-BOB DSL, CHN-19 a Delvo DX-33D
DSL a to na zékladpoctu identifikovanych proteiin (celkem 7 proteif) s molekulovou
hmotnosti v rozmezi 10 az 29 kDa. U kultur C35250Zse zé&ala proteolyticka aktivita
vyrazrgji projevovat az po 28 dnech zrani jak jedtid tabulky 8 (tedy 56. den zrani).

Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA, )

100%90% &80% 70% &60% 30% 40% 30% 20% 10%0%

2

Obrazek 17: Dendrogram podobnosti jednotlivychuust kontrolni kulturou Laktoflora
smetanova po 28 dnech zrani: 2: Laktoflora smet@n@vDelvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33D DSL, 502, 8: C 352.

Dendrogram na obrazku 17 vyjage s 5% chybou podobnost jednotlivych kultur
s kontrolni kulturou (Laktoflora smetanovd) jakoklzéini kulturou po 28 dnech zréni.
Smetanové kulitt se podobaji proteolytickou aktivitou kultury Del.L-50B DSL

a Delvo DX-33D DSL. Od smetanové kultury se st@gitce odliSuji svou proteolytickou

aktivitou kultury C502 a C352.
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Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA, )

100%90% 280% 70% &0% S50% 40% 30% 20% 10%0%

Obrazek 18: Dendrogram proteinového profiluigyo 28 dnech zrani:
2: Laktoflora smetanova, 3: Delvo LL-50B DSL, 4:GRA DANICA, 5: CHN-19,
6: Delvo DX-33D DSL, 7: C502, 8: C352.

Dendrogram na obrazku 18 vyjage s 5% chybou vzajemnou podobnost proteinového
profilu symi po 28 dnech zrani. Dendrogram potvrdil, Ze se syyyazre neliSily

po 28 dnech zrani svymi proteinovymi profily od @iaovych profiti syrmi po 14 dnech
zrani. Na druhou stranu se kultura CHN-19 v tonkanaziku podoba svou proteolytickou
aktivitou spiSe kulturam C352 a C502.

Ze shlukové analyzy vzoiksyra byly zatim zji$ny nasledujici skut@osti. Podobnou
proteolytickou aktivitu vykazovaly kultury C352 a5Q2. Svou proteolytickou aktivitou
se po celou dobu zrani naprosto odliSovaly od Ziigich kultur. Mezi 14 a 28 dnem zrani
nedoSlo k ngpadnym 2zmam v proteinovém slozeni syr Pomalou hydrolyzou

vSak zgaly vznikat peptidy s nizS§i molekulovou hmotnosti.
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Na obrazku 19 je zobrazen reprezentativni gel sekyzsyiti po 56 dnech zrani.

Obrazek 19: Proteinovy profil vzaiksyra po 56 dnech zrani ziskany metodou SDS-PAGE
(12% gel): 1: Protein Test Mixture 5, 2: Laktofl@metanova, 3: Delvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33 DSL, 502, 8: C 352,
9: Protein Test Mixture 5, 10: Casein solution frbavine milk — 5 %.

Tabulka 8: Srovnani profilu proteinednotlivych vzork syra po 56 dnech zrani, velikost

proteini v kDa.

Laktoflora | Delvo LL- | FLORA Delvo DX-

smetanova 50B DSL | DANICA | CHN-19 | aappg | ©502 €352
28.96 28,02 29,00 26.76 29.21 29,36 2947
27.63 2771 28,00 2579 26,85 26,89 26,01
26,33 26,06 26,33 24,50 25,00 25,24 25 20
2457 24,54 24,69 22.49 2427 23,88 23,82
23,55 23,44 2238 20.36 22.56 22 64 22 64
2217 21,94 10,01 10,44 20,46 20,47 21,50
19,93 19,42 19,07 18,43 19,49 19,49 20,37
10,44 18,61 18,29 13,52 13,02 18,53 19,49
18,63 17,71 16,58 9.91 10,80 13,18 18,61
17,89 11,52 12,62 6.75 6.70 6.55 16,76
11,70 8.21 13,55
811
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Z tabulky 8 je #ejmé, Ze po 56 dnech zrani bylo jiz identifikovammetné mnoZstvi
proteimi s molekulovou hmotnosti v rozmezi 6,5 az 29 kDa twenu bylo v porovnani
s 28. dnem zrani. U syrvyrobenych pomoci kultur Delvo LL-50B DSL a C35%Id
identifikovano 11 proteiin s molekulovou hmotnosti v rozmezi 8 az 29 kDa. 2drku
syra, u jehoz vyroby byla pouzita kultura smetandwdo identifikovano az 12 protein
s molekulovou hmotnosti v rozmezi 8 az 29 kDa. \Ygdodobnou proteolytickou aktivitu
vykazuje trojice kultur CHN-19, Delvo DX-33D DSLG602.

Dendrogram with homology coefficient %.5.0 { UPGMA, §

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

2

4

Obrazek 20: Dendrogram podobnosti jednotlivychkudt kontrolni kulturou Laktoflora
smetanova po 56 dnech zrani: 2: Laktoflora smet@n@vDelvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33D DSL, €502, 8: C352.

Dendrogram na obrazku 20 vyjage s 5% chybou podobnost jednotlivych kultur
s kontrolni kulturou (Laktoflora smetanovd) jakoklzéni kulturou. Smetanové kuit
se nejvice proteolytickou aktivitou podoba kultFaORA DANICA. Naopak mééa
podobnou proteolytickou aktivitu ke kuies smetanové vykazuji kultury CHN-19,
Delvo DX-33D DSL a C502.iPvzajemném porovnani dendrogram28. a 56. dne zrani,
které vyjaduji podobnost jednotlivych kultur s kulturou kortro(Laktoflora smetanova),
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je zrejmé, Ze doSlo po 56 dnech zrani tibjpzeni proteolytickych aktivit kultte

smetanové.

Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA, )

100980% 20% 70% 60% S50% 40% 30% 20% 10%0%
T T T T T T T T T T

2

Obrazek 21: Dendrogram proteinového profiluigyo 56 dnech zrani:
2: Laktoflora smetanova, 3: Delvo LL-50B DSL, 4:GRA DANICA, 5: CHN-19,
6: Delvo DX-33D DSL, 7: C502, 8: C352.

Dendrogram na obrazku 21 vyjage s 5% chybou vzdjemnou podobnost proteinového
profilu syru po 56 dnech zrani. Z dendrogramu vygplg, Ze po 56 dnech zrani doSlo
k potlateni rozdilu v proteolytickych aktivitdch kultur, @ vznikly velikostré podobné
proteiny (tabulka 9). Modelové vzorky siytze rozalit na dw hlavni skupiny. V prvni
skupirg jsou syry, pi jejichz vyrok& byly pouzity kultury smetanova, Delvo LL-50B DSL

a FLORA DANICA. Ve druhé skupih pak syry vyrobené pomoci kultur CHN-19,
Delvo DX-33D DSL, C502 a C352. Nejvice jsou si paiytickou aktivitou podobné
kultury CHN-19 a C502.
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Na obrazku 22 je zobrazen reprezentativni gel sekyzsyiti po 84 dnech zrani.

Obrazek 22: Proteinovy profil vzaiksyra po 84 dnech zrani ziskany metodou SDS-PAGE
(12% gel): 1: Protein Test Mixture 5, 2: Laktofl@metanova, 3: Delvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33D DSL, 502, 8: C352,
9:Protein Test Mixture 5, 10: Casein solution frbavine milk — 5 %.

Tabulka 9: Srovnani profilu protdinednotlivych vzork syra po 84 dnech zrani, velikost

proteini v kDa.

Laktoflora | Delvo LL- | FLORA Delvo DX-
smetanovda 50B DSL | DANICA CHN-19 33D DSL €502 €352
29,00 28,84 28,88 28,71 28,90 22,36 19,70
25,97 27,32 27,79 27,62 22,17 19,37 12,99
25,10 26,50 26,17 23,30 21,15 18,272
23,75 23,00 23,02 22,13 19,12 12,81
22,26 22,11 22,05 19,92 18,03 9,35
20,85 19,45 20,98 18,76 12,50 3,68
18,87 18,65 19,71 17,63 9,03
17,86 17,53 18,67 11,61 3,47
15,71 11,36 17,66 7,94
12,13 8,44 11,36 3,84
8,27 4,20 3,63
4,62 0,03 0,14
0,14
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Z tabulky 9 je ¥ejmy uUbytek mnoZstvi proteins molekulovou hmotnosti v rozmezi
6,5az 29 kDa oproti 56 dnu zrani. N#fi proteolyticka aktivita prainla u syru
vyrobeného za pomoci kultury C352 po 56 dnech zrdd 84 dnech zrani byly
jiz identifikovany pouze 2 proteiny s molekulovométnosti v rozmezi 12 az 20 kDa.
U této kultury pravépodobré dosSlo ke zpomalenti zastaveni proteolytické aktivity.
Rozsahlou proteolytickou aktivitu vykazuje kulturaktoflora smetanova.

Dendrogram with homology coefficient %.5.0 { UPGMA, §

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

2

Obrazek 23: Dendrogram podobnosti jednotlivychkudt kontrolni kulturou Laktoflora
smetanova po 84 dnech zréani: 2: Laktoflora smet@n@vDelvo LL-50B DSL,
4: FLORA DANICA, 5: CHN-19, 6: Delvo DX-33D DSL, 502, 8: C352.

Dendrogram na obrazku 23 vyjage s 5% chybou podobnost jednotlivych kultur
s kontrolni kulturou (Laktoflora smetanova) jakdizdini kulturou. Kultura Delvo LL-50B
DSL vykazovala totoznou proteolytickou aktivitu ¢ak kultura smetanova.
Naopak nejméh se proteolytickou aktivitou kulte smetanové podobaji kultury C352
a C502.
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Dendrogram with homology coefficient %:5.0 { UPGMA, )

100%90% 280% 70% &0% S50% 40% 30% 20% 10%0%

2

Obrazek 24: Dendrogram proteinového profiluigyo 84 dnech zrani:
2: Laktoflora smetanova, 3: Delvo LL-50B DSL, 4:GRA DANICA, 5: CHN-19,
6: Delvo DX-33D DSL, 7: C502, 8: C352.

Dendrogram na obrazku 24 vyjage s 5% chybou vzajemnou podobnost proteinového
profilu syri po 84 dnech zrani. Z dendrogramu vyplynulo, Zeyg po 84 dnech zrani
opét znané lisSily svymi proteinovymi profily. Modelové vzorkgym Ize rozdélit na fti
hlavni skupiny. Prvni skupinu tiio syry vyrobené za pomoci kultury smetanové,
Delvo LL-50B DSL, FLORA DANICA a CHN-19. Ve druhé&spirg jsou syry, k jejichz
vyrob¢ byly pouzity kultury Delvo DX-33D DSL a C502. Népe rozdilnou
proteolytickou aktivitou ke kulturam Delvo LL-50BSh, FLORA DANICA a CHN-19
se projevila kultura C352. U kultury C352 byla ngjSi protedzova aktivita zaznamenana
po 56 dnech zrani a je praymbdobné, Ze v tomto obdobi mohlo nastat maximtstur
BMK. Po této dob pravdpodobré doslo k postupnému vgrpani dstovych faktot,
potiebnych pro rozmnozovani a udrzeni symbiotickéh@huztmezi zastupci zakysové
kultury, coz mohlo mit za nasledek pokl€s zastaveni istu BMK. Toto tvrzeni
|ze podpdit tim, Zze po 84 dnech zrani klesl ged identifikovanych proteiin Kultury
Delvo DX-33D DSL, FLORA DANICA a CHN-19 vykazovalgroteolytickou aktivitu

i po 84 dnech zrani. ps zdanli¢ stejné slozeni kultury obsahuji prépddobr BMK
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v odliSném porru avtomto obdobi pra¥godobr nedoSlo k vyerpani tistovych
fakton.

Rozdilnost v proteinovych profilech modelovych Wdorsyra, byla prawgpodobré
zpisobena odliSnym sloZzenim jednotlivych z&kysovychltuku Skupina kme
Lactococcus lactisrykazuje v ramci stejného druhu 2né rozdily ve znacich, jako je
kysaci aktivita neba@innost proteinazy (proteolyticka aktivita) isledku rozmanitého
proteolytického systému [73]. V ramci mezofilnichltkar nebylo znadmeé ipsné slozeni
(typizace kmenu), nelidato informace byvéasto tajemstvim vyroliickomegnich kultur.
Je tedy #ejmé, Ze fi obecr® znamém slozZeni, které bylo u naprost&imy mezofilnich
kultur spoléné, mohly byt picinnou rozditi v proteolytické aktivié praw jednotlivé
konkrétni druhy a jejich po#n. NejwtSi proteolyticka aktivita prainla u syru vyrobeného
za pomoci kultury C352 po 56 dnech zrani, ngbo 84 dnech zrani byly u tohoto vzorku
syra identifikovany pouze 2 proteiny s molekulovmmotnosti v rozmezi 12 az 20 kDa.
Jelikoz se kultura C352 poitéinu doby zrani podobala kuteu C502, 1ze tedy kultury
C352 a C502 povazovat za kultury s vyraznou prgtetiou aktivitou mezi 56 a 84 dnem
zrani. Ke kulturam s vysokou proteolytickou aktnit mizeme z#adit i kulturu
Delvo DX-33D DSL. K nejvyrazgjSi proteolyze u &Siny sy dochazelo v gibéhu
56 dnmi zrani. Po 56 dnech zrani dochazelo k rozklatkdst velkych peptid na peptidy
s niz8i molekulovou hmotnosti. Ze zakysovych kultuykazovala nejrozsahlejSi
proteolytickou aktivitu Laktoflora smetanova. Smmetee kultde se po celou dobu zrani
proteolytickou aktivitou nejvice podobaly kulturye®o LL-50B DSL, FLORA DANICA

a CHN-19. Aktivita proteolytickych enzyimje ovliviiovana ifadou dalSich faktdr
jako nap. teplota zrani, pH, vodni aktivita a koncentracdi $40]. Tyto parametry
vSak nebyly vramci diplomové prace stanovovanyedzen vylodit, Ze nemohla byt

proteolyticka aktivitadmito faktory ovlivrena.
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6.3 Tvorba volnych aminokyselin a biogennich amif vybranych zakysovych

kultur/syr @ v priabéhu zrani

Zdrojova data a ptgbné vypoty pro sestaveni grafFAA/BA pro jednotlivé zakysove
kultury/syry jsou uvedeny vifloze (giloha F).

U jednotlivych druli zakysovych kultur byla stanovovana mnoZstvi vypkayanych
volnych aminokyselin (FAA) a to po 48hodinové inkiibi doke (Graf 2). Jak je z grafu 2
patrné, zakysové kultury produkovalghem inkubace zakysjen velmi mala mnozstvi
FAA. U zakysovych kultur byly identifikovany tyto AA: Valin, cystein, metionin,
cystationin, isoleucin, leucin, tyrosin, phenylatgnetanolamin, ornitin, lysin, histidin,
1-metyl-histidin, 3-metyl-histidin, arginin ay-aminomaselna kyselina. Z celkového
mnozstvi FAA byly nej¢tSimi pongry zastoupeny tyrosin a lysin. Za vhodnych podminek
(kapitola 3.3.2 — Produkce biogennich afmirslouzi aminokyseliny jako prekurzory
pro tvorbu biogennich amin[52]. S nejétSi prav@podobnosti mohlo dojit k tomu,
Ze byly FAA spatebovavany pray na tvorbu &chto biogennich amin Z tyrozinu
byl dekarboxylaci vytvien tyramin, jak potvrdila posléze identifikovana onstvi
tyraminu v ptibéhu 6. hod., 24. hod. a 48. hod. jednotlivymi zakysoi kulturami,
pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC)
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Graf 2: Celkové mnoZstvi FAA po 48 hodinach inkubac
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Pomoci metody HPLC byla zjivana pitomnost biogennich aminv zakysovych
kulturach hem jejich inkubé&ni doby (6. hod., 24. hod. a 48. hod.).

Zakysové kultury jako jediny biogenni amin produdityv tyramin. Pouze 2 kultury
produkovaly nepatrné mnoZzstvi phenylethylaminu.tofi@ra smetanova po 48hodinove
inkubaci produkovala 0,16 mg-kgphenylethylaminu a kultura C502 po 6 hodinach
inkubace 0,19 mg-kg phenylethylaminu. Vzhledem kmalému mnoZstvi
phenylethylaminu rizeme tedy tento BA zanedbat a tyramin tak povaZawahlavni
produkovany biogenni amin. MnoZstvi tyraminu tedgodstaé odpovidalo celkovému
mnozstvi biogennich amin (graf 3). Z grafu 3 lze vypozorovat, Ze mnoZstvA B
po 24 hodinach inkubace &o zvySujici se tendenci oproti 6hodinové inkubaci.
OvSem po 48. hodinbyl zaznamenan pokles mnozstvi tyraminaktdré bakterie, z nichz
n¢které jsou i druhy LAB, jsou schopny degradovat Bwdstednictvim amino oxidazy
[74]. BA mohou byt degradovany pomoci oxidativniaoienace katalyzovanou amino
oxiddzou (AO) za vzniku aldehydu, amoniaku a petoxvodiku. Inhibitory oxidazy
(Maos) a diamine oxidazy (DAOs) byly popsany wkterych rodi z celedi

EnterobacteriaceaePotencialni tloha mikroorganisns ¢innosti AO se stala v poslednich
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nékolika letech dedem zajmu. Mze se jednat o jeden ze isphi jak predchazet
nebo snizit hromauhi BA v potravind&skych vyrobcich, zejména ve fermentovanych

potravinach [75].

Graf 3: MnoZstvi tyraminu v gbéhu 6. hod., 24. hod. a 48. hod. inkubace jednatiivy

z&kysovymi kulturami.
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K toxikologicky nejvyznamgSim biogennim amiim pati tyramin, histamin, kadaverin
a putrescin [76]. U Zadné z testovanych zakysowydtur nebyla metodou HPLC zji&ta
produkce kadaverinu a histaminu. Produkce tyrananputrescinu, které jsou obvykle
v syrech obsaZeny v jednotkach aZ stovkach nigkgy zjistny u vdech 7 bakterialnich
z&kysovych kultur v gibéhu zrani modelovych vzotkpiirodnich syiit (graf 4, graf 5).
Vedle tyraminu a putrescinu produkovaly bakteridakysové kultury i malé mnoZstvi
phenylethylaminu. Putrescin byl identifikovan az2#&dnech zrani na rozdil od tyraminu,
u kterého byla mala mnoZzstvi zaznamenana jiz pnl. zrani. Bhem doby zrani syr

se obsah biogennich aniinzvySoval [47]. Nej¢tSi obsah tyraminu a putrescinu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

byl zaznamenén po 84 dnech zrani uisfyrobenych za pomoci kultur CHN-19 a C502.
Zda se tedy, Ze ze zakysovych kultur produkovajyice BA zakysové kultury CHN-19

a C502. B porovnani mnozstvi produkovaného tyraminu a aires po 84 dnech zrani,
Ize vickt, Ze zakysoveé kultury produkovaly nepdtrice putrescin. Po 28 dnech zrani vsak
tomu bylo naopak. Kultury produkovaly spiSe tyramWVe vysledku byl ale vyvoj
mnozstvi putrescinu téf shodny s vyvojem obsahu tyraminu. NejmenSi produkce
tyraminu a putrescinu byla zaznamenana u syru @rého za pomoci smetanové kultury.

Laktoflora smetanova se vyatfwvala nizkou produkci BA.

Pri vyrobé sym bylo pouzito mléko vysoce pasterované. | v taldpetre oSeteném mléce
se vSak mohly vyskytovat termofilni mikroorganizrfnag.: rod Enterobacteriacede které
mohly peckat pasteréni zaltev. Tato skupina mikroorganizimn mohla byt producentem
biogennich amif. Jelikoz zékysové kultury po 48 hodinach inkubatedelovych zakys
produkovaly velmi mald mnoZstvi FAA jako prekunzoBA, je velmi pravdpodobné,
Ze za stanovend vysoka mnozstvi putrescinu a twamiohla pra¥ biochemicka aktivita
piipadné kontaminujici mikroflory a non-starterovyotikroorganiznt, které také mohou
vykazovat dekarboxylazovou aktivitu a mohou byt v sokasti firodnich syéi [77].
Biogenni aminy mohou gsobit ve vysSich koncentracich toxicky v lidskéngasizmu.
Nejvice prostudovany jsou negativni reakce histanaintyraminu na lidsky organismus.
Je uvadno, e mnozstvi 40-100 mgkdiistaminu vyvolava mirné otravy a za toxické
limity histaminu a tyraminu je povaZovana hodnot$ivnez 100 mg-ky [56, 78].
Podle Onala (2007) se za toxické mnoZstvi tyrampiovaZuje hodnota 1080 mgkEp6].
Dnes jiz neplatnavyhlaSka Ministerstva zdravotnictv. 298/1997 Sb. stanovovala
povolené mnoZstvi tyraminu v syrech tvrdychgkikych a zrajicich 200 mg-Kg[58].
Jelikoz vSak #které potraviny, nejen syr, mohou obsahovat viocgdmnich amif, hraje
ve vysledku dlezitou roli jejich celkovy sotet kthem gijmu potravin. U syt by souet
tyraminu, histaminu, putrescinu a kadaverinu #emrekrosit 900 mg kg [78].
Jak je patrné z grafu 6, byl tento limitegraten u syii, které byly vyrobeny za pomoci
kultur FLORA DANICA, CHN-19 a C502. Vifloze F je uveden chromatogram ze
stanoveni BA pro vzoreky syra po 84 dnech zramirgkbyly vyrobeny za pomoci kultury
C502 (obr. F1).
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Graf 4: Mnozstvi tyraminu pro jednotlivé vyrobnrigésyiii v pribéhu doby zrani (1. den,
28. den a 84. den).
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Graf 5: Mnozstvi putrescinu pro jednotlivé vyrolsérie syii v pribéhu doby zrani
(1. den, 28. den a 84. den).

—'I: Lot BLaktoflora
= smetanova
g_'
= 500 1 ODelvoLL-
5 50BDSL
£ 40! BFLORA
= o DANICA
2 Z
§ g BCHN-19
3 300 %
: _
% BDelvo DX-
200 g 33DDSL
Z
ﬁ oCcsoz
100 - %
% BC352
. : i | %
1 28 84 _
doba zrani




UTB ve Zling, Fakulta technologicka 80

Graf 6: Celkové mnozstvi BA pro jednotlivé vyrolsgirie syii v praibéhu doby zrani
(1. den, 28. den a 84. den).
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ZAVER

Laktosa byla v ramci kména druli BMK obsazenych ¥MK fermentovana iznou
rychlosti, odvislou od metabolické drahy, kterou BMiskavaji energii ke svémuistu

a rozmnozovani. Intenzivni kysaci aktivitou se @vopaly ¢isté mlékarenské kultury
obsahujici zastupce, Kkterozkladaji laktosu homofermentativhim kvaSeninzémovei
se jedna vyhradno bakterie O-typul(actococcus lactisubsp lactis a Lactococcus lactis
subsp.cremorig. NejrychlejSi kysaci aktivitu vykazala kulturale LL-50B DSL. MIéko
bylo za pomoci této kultury prokysano na hodnotu 4B lthem 6 hodin. Tato kultura
vykazovala bohatou proteolytickou aktivitu. Kultusmetanovd naopak vykazovala
pozvolny pokles aktivni kyselosti gkolikahodinovym odstupem oproti ostatnim
mezofilnim zakysovym kulturam. Laktoflora smetan®e vyznéovala pomalou kysaci

aktivitou a bohatou proteolytickou aktivitou.

V prabéhu 14 dri od vyroby girodnich syl se z&ala postup#é projevovat proteolyticka
aktivita zdkysovych kultur. Nejvyragj$i proteolytickou aktivitou se projevovaly kultury
C352 a C502 a to mezi 28. a 84. dnem zrani. Bohatmteolytickou aktivitu mezofilnich

zakysovych kultur Ize pozorovat v 56. dnu od vyroby

Béhem inkubace modelovych zaky&8 hodin) byla detekovana jen velmi mald mnozstvi
FAA a to bez ohledu na pouzitou kulturu. Lzeqpokladat, Ze FAA byly pra¥godobré
intenzivré dekarboxylovany naifslusné biogenni aminy (zejména na tyramin).iipguck
modelovych vzori prirodnich syii byla zaznamenana nejmensSi produkce tyraminu

a putrescinu u syru vyrobeného za pomoci smetakiaidry.

Ze sledovanych kultur Ize dopditi pro vyrobu girodnich syé kultury Delvo LL-50B
DSL, FLORA DANICA a kulturu smetanovou. Tyto kulur se vyzna&ovaly pongrné
rychlou kysaci aktivitou (s vyjimkou Kkultury smeta@)a zarovie i vyraznou

proteolytickou aktivitou s po#mné nizkou tvorbou tyraminu.
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PRILOHA A: P RIPRAVA VZORK U ZAKYS U/SYRA PRO SDS-PAGE

Do cisté polypropylenové uzaviratelné zkumavky byl rfmré 0,5 g lyofilizovaného
vzorku zékysu/syra. Ke vzorku bylo naslédsfidano 4,5 ml deionizované vodye(Eni
1:9). Pro dkladnou homogenizaci vzorku byly zkumavky vioZzengn 20 minut
do tepaky. Poté byly vzorky inkubovany v inkubatoru (INQUNE zakoupeny u firmy
BioTech a.s., Praha) po dobu 4 hodittytpplot 35 °C. Nasledbyly zkumavky viozeny
do odstedivky EBA 21, (Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttien). Odsedovani
probihalo 5 minut $ 6 000 ot./min. Z takto upraveného vzorku bylo giedni casti
zkumavky ¢ast bez spodni sedliny a vrchni tukové vrstvy) pefvano 10Qul
do eppendorfky. K 100l tohoto vzorku bylo fdano 25ul 20% SDS, 12,hl 2-
merkaptoetanolu (SERVA) a vzorkovy pufr v objemb il Snmes v eppendorfcebyla
promichana na Bio Vortex V1, BIOSAN a 10 minut ibkwana p teplog 100 °C.
U vzorki syra navic prokhlo dodaténé naedéni vzorkovym pufrem a to podle

nasledujiciho schématu:

1. den odbru beziedéni,
e 14. den od&rutedin 1:1 (inkubovany vzorek : vzorkovy pufr),
» 28. den odérutectn 1:2,
* 56. den odéru fectn 1:3,
* 84. den odbrutectn 1:4.

Vzorky byly uchovany p mrazirenskych teplotach az do vlastni analyzy.

Pro stanoveni proteinovych prdiivzorki syra a ke stanoveni tvorby biogennich amin
syrech v zavislosti na detskladovéani, byly pouZity jiz hotové lyofilizovan&orky syfi.
Tyto vzorky byly vytvdeny v ramci diplomové prace Bc. Heleny SlaninovéWiv
piidavku biologicky aktivnich latek na jakost modebe systému firodniho syra“.
Hotoveé lyofilizované vzorky syrbyly dale upraveny podle jiz vySe zmieho postupu a

pouzivany v ramci mé diplomové prace.



PRILOHA B: SLOZENIi ROZTOK U A GELU PRO SDS-PAGE
Roztoky pro SDS-PAGE [79]

Tris pufr pro sepakmi gel, pH 8,8:

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochemi)1l5 g

Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH odrotu 8,8 a doplnit deionizovanou
vodou do 100 ml. Uchovavatip+4 °C.

Tris pufr pro koncentini gel, pH 6,8

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochengi€) g

Deionizovana voda 50 ml

Pomoci koncentrované HCI (Lach-Ner) upravit pH pdrotu 6,8 a doplnit deionizovanou
vodou do 100 ml. Uchovavatip+4 °C.

Elektroforeticky (elektrodovy) pufr dle Laemliho X 8oncentrovany (Serva):

Pred pouzitim gedén deionizovanou vodou v paimu 1:9.

30% roztok akrylamidu; 2,67%C

Akrylamid (SERVA) 29,2 g
N,N"-metylen-bisakrylamid (SERVA) 0,8 g
Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. Uchovavatid °C v tmavé lahvi.

Amonium persulfaté SERVA) (persiran)

Vzorkovy pufr:

(0,062 M Tris-HCI, 5% merkaptoetanol a 10% glycgrol
Tris-HCI (SERVA) 0,0977 g

2-merkaptoetanol (SERVA) 0,5 g

Glycerol (Lach-Ner) 1,0 g

Bromfenolova moti(SERVA) 0,01 g

Upravit pH na hodnotu 6,8 a doplnit deionizovanodau do 10 ml.



Fixacni roztok(10% kyselina octova, 30% etanol):
Etanol, 96% (Lach-Ner) 30 ml

Kyselina octova (Lach-Ner) 10 ml

Doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.

Barvici roztok:

0,25% Commassie Blue R-250 v 50% (v/v) metanol0% {v/v) kyselig octové

Odbarvovaci roztok:

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

Tab. B1: Komponenty pro 12% sepéaragel ke stanoveni protéiru zdkysovych kultur.

Latka objem naifpravu 4 gai [ml]
30% roztok akrylamidu 13,65
tris pufr, ph 8,8 9,1
deionizovana voda 12,25
10% SDS (Sigma) 0,35
10% persiran amonny (Sigma) 0,14
N,N,N‘,N*-tetra-metylendiamin (TEMED, (Sigma) 0,087

Tab. B2: Komponenty pro 15% separagel pro stanoveni protdimu vzorki syra.

latka objem naifpravu 4 gai [ml]
30% roztok akrylamidu 22,5
tris pufr, ph 8,8 11,25
deionizovana voda 10,35
10% SDS (Sigma) 0,45
10% persiran amonny (Sigma) 0,45
N,N,N‘,N*-tetra-metylendiamin (TEMED, (Sigma) 0,018




Tab. B3: Komponenty pro 5% koncenind gel pro stanoveni protéinu vzorki
zakysovych kultur/syra.

latka objem naifpravu 4 gai [ml]
30% roztok akrylamidu 1,36
tris pufr, ph 6,8 2,0
deionizovana voda 4,6
10% SDS (Sigma) 0,050
10% persiran amonny (Sigma) 0,050
N,N,N‘,N*-tetra-metylendiamin (TEMED, (Sigma) 0,010




PRILOHA C: P RiIPRAVA VZORK U A SLOZENI ROZTOK U, GELU PRO UREA-
PAGE

Do mikrozkumavek eppendorf byly postépmavazeny na analytickych vahach A&D GH-
200 EC lyofilizované vzorky zakysovych kultur. N@eaané mnoZstvi se pohybovalo
kolem 0,01 g. Navazené vzorky byly potéelgy 1ml vzorkového pufru a inkubovany
ve vodni lazni (teplota la2n 50 °C) rekolik minut. Vzorky byly uchovany

pii mrazirenskych teplotach az do vlastni analyzyorKy bylo mozné takto uchovavat

pouze po dobu 14 dni.

Akrylamidovy roztok:

40% (w/v) akrylamid v HO. Skladovani f + 4°C.

Pufr pro gipravu koncenténiho gelu:

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochemdi&g g,
Urea 30 g,

koncentrovana HCI (Lach-Ner) 4440,

Upravit pH na hodnotu 7,6 pomoci 2N HCI.

Pufr pro gipravu sepaimiho gelu:

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochensidg g,
Urea 38,57 g,

koncentrovana HCI (Lach-Ner) 572

Upravit pH na hodnotu 8,9 pomoci 2N HCI.

Elektrodovy pufr:

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa BiocherSig),
Glycin 14,6 g,
Skladovani g + 4°C.

Vzorkovy pufr:

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Duchefa Biochemdigh g,

Urea 49 g,



koncentrovana HCI (Lach-Ner) 400,
2-merkaptoetanol (SERVA) 7Q0,
Bromfenolova motl(SERVA) 0,15 g.

Barvici roztok:

roztok briliantové mofl 79,2 ml: 1M kyselina sirova 13,5 ml (250 ml) aliantova mod

0,5g (250 ml)
10M KOH 8,8 ml,
Kyselina trichloroctova 12 g

Tab. C1: Komponenty praipravu sepakaiho gelu.

latka mnoZstvi naffpravu 4 gei
40% roztok akrylamidu 9,0 ml
pufr pro gipravu sepataiho gelu 21,0 ml
N,N’"-metylen-bisakrylamid (SERVA) 0,15¢
N,N,N‘,N*-tetra-metylendiamin (TEMED, (Sigma) 0,018l
10% persiran amonny (Sigma) 0,1128 ml

Tab. C2: Komponenty prafpravu koncentr@iho gelu.

latka mnozZstvi naijjpravu 4 gei
40% roztok akrylamidu 1,2ml
pufr pro gipravu koncentrgniho gelu 10,8 ml
N,N"-metylen-bisakrylamid (SERVA) 0,024 g
N,N,N‘,N*-tetra-metylendiamin (TEMED, (Sigma) 0,000l
10% persiran amonny (Sigma) 0,072 ml




Obr. C1: Elektroforegram zakyziskany metodou Urea-PAGE.

Obr. C2: Elektroforegram zakyziskany metodou Urea-PAGE.



PRILOHA D: ELU CNi PROGRAM A SLOZENIi PUFR U PRI DETEKCI
BIOGENNICH AMIN U

Tab. D1: SloZeni sodnocitratovych pufpii detekci biogennich amin celkovy objem
pufru 1 I.

pufr
Reagencie
A B davkovaci pufr |
Kyselina citronova monohydréat 1,55 14,00 14,00
Citronan sodny dihydrat 21,00 - -
Chlorid sodny 5,00 - 11,50
Chlorid draselny - 171,50 -
Bromid draselny 41,65 - -
Hydroxid draselny - 10,00 -
Azid sodny - - 0,10
Izopropanol [ml] 250,00 - -
Tiodyglykol [ml] - - 5,00

Tab. D2: Elgni program stanoveni BA, ok 0,45ml/min., t= 30 °C

¢as [min.] 10% ACN 100% ACN

0 39 61
0,1 39 61

1,4 30 70
3,5 17 83

4 0 100
9,5 0 100
11,5 39 61
15,5 39 61




PRILOHA E: OPTIMALIZACE METODY SDS-PAGE

Obr. E1: Optimalizacéedni vzorki - pretizeni vzork.

Obr. E2: Optimalizace koncentrace akrylamidoveha gel2% gel.



Obr. E3: Optimalizace koncentrace akrylamidovéha g€l5% gel.



PRILOHA F: ZDROJOVA DATA PRO GRAFY FAA/BA ZAKYSOVYCH
KULTUR/SYR U

Pomocné vypéty:
susina:

_ (m, -my)1100

Ps
m, —m,

kde:

ps — obsah susiny [%],
mg — hmotnost prazdného kelimku [g],
m; — hmotnost kelimku s navazkou vzorku [g],

m, — hmotnost kelimku s navazkou vzorku po lyofilizgg.

prepaiet na mag/kg BA,FAA:

mean - p, /
100

Tab. F1: Zdrojova data pro graf 2, mnozstvi FAAyskvych kultur.

zakysova kultura susina mean [mg*kg
CHN-19 10,76 1,48 0,16
C352 10,78 1,22 0,13
FLORA DANICA 10,77 1,09 0,12
C502 10,74 1,66 0,18
Delvo LL-50B DSL 10,73 2,30 0,25
Laktoflora smetanova 11,63 1,74 0,20
Delvo DX-33D DSL 10,54 1,91 0,20




Tab. F2: Zdrojovéa data pro graf 3 mnoZstvi BA mdrjotlivé zakysové kultury.

zakysova kultura inkubaini doba suSina | mean-tyramin tyrami_r11
[hod ] [mg-kg]
C352 6 10,66 12,21 1,30
C502 6 10,70 8,72 0,93
Delvo DX-33D DSL 6 11,11 20,24 2,25
Delvo LL-50B DSL 6 10,99 6,68 0,73
FLORA DANICA 6 10,76 9,93 1,07
CHN-19 6 11,07 14,82 1,63
Laktoflora smetanova 6 11,77 13,10 1,54
C352 24 10,79 11,96 1,29
C502 24 10,74 8,74 0,94
Delvo DX-33D DSL 24 10,68 26,69 2,85
Delvo LL-50B DSL 24 11,02 28,62 3,15
FLORA DANICA 24 10,75 12,57 1,35
CHN-19 24 10,70 7,43 0,79
Laktoflora smetanova 24 11,84 23,57 2,79
C352 48 10,78 5,99 0,65
C502 48 10,74 16,82 1,81
Delvo DX-33D DSL 48 10,54 11,92 1,26
Delvo LL-50B DSL 48 10,73 13,95 1,50
FLORA DANICA 48 10,77 9,48 1,02
CHN-19 48 10,76 9,48 1,02
Laktoflora smetanova 48 11,63 11,83 1,38

Obr. F1: Chromatogram ze stanoveni BA u kultury Zp0 84 dnech zrani.
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Tab. F3: Zdrojovéa data pro graf 4, 5, 6, mnozZs#i@o jednotlivé vyrobni série syr

vyroba/doba _ .. mean- | mean- | mean- | BAsuma | tyramin | putrescin
zrani SUSINA guma | tyramin | putrescin| [mg-kg®] | [mg-kgY | [mg-kg
1V/1. den 44,26 55,13 55,13 24,40 24,40
1Vv/28.den| 48,27, 126,20 102,26 60,92 49,37
1v/84.den| 48,74 661,99 281,48 240,18 322,67 137,20117,06
2V/1.den | 51,52 10,95 10,94 5,64 5,64
2V/28.den| 52,51 674,24 272,38 299,46 354,06 143,03157,26
2V/84.den | 53,75 1450,64 496,48 631,70 779,64 66,8 339,51
3V/1l.den | 47,90 3,86 3,86 1,85 1,85
3V/28.den| 49,39 340,92 146,36 146,33 168,39 72,29 72,28
3V/84.den| 49,321 1999,79 731,87 730,99 986,41 81,0 360,57
4V/1.den | 49,86 1,95 1,95 0,97 0,97
4V/28.den| 53,38 612,87 326,74 208,15 327,14 174,41111,11
4V/84.den | 51,67| 2548,98 124244 103129 1317,08 1,94 532,89
5V/1.den | 48,22 4,51 4,51 2,17 2,17
5V/28.den| 50,46 679,88 265,29 332,12 343,04 133,86167,57
5V/84.den| 51,05 1503,22 503,87 712,88 767,33 a57,2 363,89
6V/1.den | 51,52 5,70 5,70 2,94 2,94
6V/28.den| 55,14 752,57 351,34 339,30 414,94 193,[72187,08
6V/84.den| 53,77/ 2562,88 1121,835 1044(26 1378/05 2,960 561,49
7V/1. den 52,43 3,13 3,13 1,64 1,64
7V/28.den| 55,220 196,78 125,15 58,17 108,65 69,10 2,123
7V/84.den| 54,89 1336,6b 462,45 669,73 733,69 253,8 367,62




