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ABSTRAKT

PredloZzena prace se zabyva problematikou zranrognich syh
eidamského typu. Cilem prace bylo sledovat distiibewybranych slozek
v prirodnim syru v pibéhu zrani. Byly srovnany dnky raznych teplot
zrani/skladovani na fipéh zracich procds Experimenty byly zagiené
na (i) studium vlivu snizené teploty naipgh zrani pirodnich syi; (ii) vyvoj
vybranych texturnich vlastnosti ¥zanych ¢astech eidamské cihly zrajici
pii optimalnich podminkach; (iii) jfbéh zrani sy holandského typu
akcelerovaného zvySenou teplotou. Pro analyzy pglyzity chemické (obsah
susiny, NaCl, volnych aminokyselin, vybranych biogeh amiid,
SDS-PAGE analyza, pH), texturni a mikrobiologickéetody a roviz
senzoricka analyza (hodnoceni pomoci stupnicefadowa zkouska).
Z vysledki vyplynulo, Ze teplota zrani maimy dopad na proteolytickou
aktivitu (uvohovani jednotlivych aminokyselin z protéifjako vyznamnych
prekurzofi senzoriky aktivnich latek) a také vyvoj texturnidastnosti syra.
Prace dale prokazala rozdilnou intenzitu zraciaices v riznych ¢astech
syra. Rednttem prace bylo také sledovani produkce biogennictinia
ve zrajicich syrech eidamského typu, kde byly dmtaky tyramin, putrescin
a kadaverin. Histamin jako ne&fnejSi biogenni amin nebyl prokéazan
v Zadném ze sledovanych skupin vZorkako @ivodci biogennich aminbyly
ozna&eny fakultativé anaerobni zastupci nezékysovych kultur z rodu
Lactobacillus (zejména Lactobacillus casei Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantaruma Lactobacillus curvatuys Obsah biogennich antin
rostl se zvySujici se teplotou zrani/skladovaraepak.

Klicova slova: p@rodni syr; zrani; chemicka; texturni; mikrobialni
a senzoricka analyza



ABSTRACT

The thesis is focused on ripening of Dutch-type eskke The aim
of the work was to observe distribution of selectesnponents in cheese
during ripening. The selected storage temperatoinelitons which can affect
the distribution of selected components were costbarPerformed
experiments were focused on (i) effect of lowerage temperature on cheese
quality; (ii) development of textural propertiesdiiferent cheese parts during
ripening under optimal temperature condition; (ipening process of Dutch-
type cheese after acceleration with elevated temtpex. The chemical
(contents of dry matter, NaCl, free amino acidegbnic amines, SDS-PAGE,
pH), textural, microbiological and sensory analy¢esale assessment, and
ranking test) were apllied. The result showed tifzning temperature has
direct impact on proteolytic activity (release atlividual amino acids from
proteins as important precursors of flavour compis)yinand also progress
of textural properties of cheese. The thesis astadd different intensity
of ripening process in various parts of the che&be. work has also dealed
with observation of biogenic amines production ipening Dutch-type
cheese. Tyramine, putrescine and cadadaverine detected during this
observation. Histamine, the most common biogenicnewas not found
in any of the investigated groups of samples. As glhoducers of biogenic
amines have been indicated non starters facultasinaerobic cultures
of genus Lactobacillus (especially Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarurand Lactobacillus curvatys Content
of biogenic amines increased with increasing teatpee of ripening/storage
and vice versa.

Keywords: Dutch-type cheese; ripening; chemicadiueal; microbiological
and sensory analysis
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1.SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Prirodni syry paf k potravinAm s vysokou nuini hodnotou. Jsou
vyznamnym zdrojem bilkovin, vapniku, fosforu, vitai rozpustnych
ve vo&E a u syfi s vy$Sim obsahem tuku i vitamiimozpustnych v tuku [1].
Syr je dle vyhlasky Ministerstva zeédglstvi 77/2003 Sb., v plathém &mi,
definovan jako mlény vyrobek vyrobeny vysrazenim mie bilkoviny
z miléka msobenim sidla ¢i jinych koagul&nich ¢inidel, prokysanim
a oddlenim podilu syrovatky [2].

Tradicné Ize &lit syry podle typu sradzeni na sladké (srazeni gumdt
pirevazi pomoci syidel enzymatického charakteru), kyselé (kyselé estaz
proteini snizenim pH Kk jejich izoelektrickému bodu) a sm&d¢vyuzivany
jsou oba principy srazeni). Syry jsou naskedharakterizovany podle obsahu
vody v tukuprosté hmet dale obsahem tuku v suSia zpisobem zrani [2, 3].
PoZadovany obsah vody v tukuprosté himefra se dosahujergrevsim
vhodnym zpracovanim ggniny a lisovanim. Obsah tuku v suSije dan
piedevSim standardizaci suroviny (mléka). Oba pargmok zn&né miry
urcuji vyslednou konzistenci produktu [4].

1.1.Technologie vyroby irodnich syra

Z&akladni technologické operace vSech sladkydfrognich syit jsou
prakticky obdobné. Relatign malé zminy paramett ve vyrolE
(nap. v teplotach, délkach jednotlivych operaci, ve d&myb cistych
mlékarenskych kultur aj.) mohou Z&pnit vyznamné rozdily v charakteru
finalnich vyrobKi. Kvalita vychozi suroviny je rozhodujici pro spngwyvoj
mikrobialnich a biochemickych prodea pouzité mléko pro vyrobu symusi
sphhovat @isné hygienické normy (Ni&eni EP a Rady ES 178/2002, 852
a 853/2004) [5 - 7].

Mléko je zpravidla podrobeno filtraci a centrifugaa Eelem odstragni
piipadnych mechanickych &stot. DalSi operace, jako tepelné o8etf,
pouziti membranovych separach metod, baktofugace arigavek latek
s antibakterialnimi &inky (nag. dustnan draselny, lysozym, bakteriociny),
ovliviuji mikrofléru a aktivitu nativnich enzyinpiitomnych v syrovém mléce
[4]. Pro vyrobu pirodnich syl se nejasgji pouziva Setrna pasterace. VySSi
pasterani zaltevy (z hlediska teploty anebo doby jeji vydrZzejs@vhodné
z daivodu zhorSeni gitelnosti mléka a oddovani syrovéatky, coZéini
problémy zejménaipdosahovani poZzadovaného obsahu susiny.

Pro ziskani fedepsaného obsahu susiny, tuku, resp. tuku vésisgmmusi
mléko ped vlastnim sfenim standardizovat [8]. Homogenizace tuku
se [ vyrob¢ prirodnich sy priliS nepouziva. Vyjimku fedstavuji syry
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s plisni v &st¢, kde je vyzadovanézend lipolyza a kde homogenizace tuto
lipolyzu podporuje. V dsledku této operace dochéazi také ke snizeni mkat t
do syrovatky a zvySuje se ¥ynost syi [9]. DileZitym krokem Upravy mléka
pied syenim je pidavek cistych mlékarenskych kultur (tzv. zakysovych
neboli startérovych kultur), které svym metabolinmevliviuji biochemické
zmeny ve zrajicim syru affmo prispivaji k vyvoji aroma syra [10]. Meazi
primarni (zakladni) kulturyfadime mezofilni kultury, a to n#glad
Lactococcus lactisubsp.lactis a Lactococcus lactisubsp.cremoris které
jsou sodasti tzv. smetanového zakysuidavek zakysovych kultur bakterii
mlééného kvaseni je nezbytnymigapokladem gimyslové vyroby syi

a ovlivituje fadu faktofi ve vyrok¥. Uginek aktivity a metabolizmu bakterii
ozna&ovanych jako primarni Ize shrnout nasledois 11]:

» Uprava kyselosti mléka a nasleédsyteniny prostednictvim fermentace
laktézy na kyselinu mignou. Ri tomto procesu dochazi také ke&ram
Vv poneru ionizovaného a koloidniho vapniku, coz ovlivninma jiné
také kaseinové bilkoviny a aktivitu proteolytickyenzyni,

» zabrarni rozvoje nezadouci mikroflory (zejména hnilobnylmdkterii)

a omezeni aktivity gkterych enzym Gcinkem kyseliny mléné,

» zlepSeni synereze,

» uplatréni proteolytické a lipolytické aktivity primarnickultur béhem
zrani syi,

» utv&eni organoleptickych vlastnosti prigstnictvim tvorby senzoricky
aktivnich slodenin jako nap diacetyl, produkty proteolyzy a lipolyzy,
resp. naslednych reakci volnych aminokyselin a nyast kyselin,

» vliv na texturu a konzistenci {pdevsSim bobtnani kaseinové struktury,
tvorba ok a proteolytické z¥ny bilkovin).

U sym s vysokodofivanou syeninou se jako primarni kultury vyuZivaji
termofilni bakterie (nap Lactobacillus helveticysStreptococcus salivarius
subspthermophilu}. Sekundéarni (dopkové) kultury jsou voleny v zavislosti
na druhu poZzadovaného vyrobku.iiPaem nagiklad [8, 14]:
» Lactobacillus helveticysLactobacillus casei— zejména u tvrdych
a polotvrdych sy,

» Lactobacillus delbruecksubsplactis,

» Propionibacterium freudenreichisubsp.shermanij P. freudenreichii
subspfreudenreichi- ementalské typy s§r

» Brevibacterium linensspolu s kvasinkovymi kulturami (n&pzastupci

roduMycoderma— syry s mazem na povrchu,

» Penicillium camemberti Penicilium caseicolum— syry s plisni

na povrchu,

 Penicillium roqueforti- syry s plisni vést.
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Dalsi skupinou mikroorganizim které ovliiuji procesy zrani, jsou
tzv. non-startérové bakterie miteho kvaseni (NSLAB; nezakysové kultury).
Zdrojem NSLAB miZze byt mléko nebo prastdi milékarny. NSLAB
vyznamm prispivaji k vyvoji senzoricky aktivnich latekélem zrani syru.
Mezi NSLAB charakteristické pro jednotlivé typy 8ypaki nagiklad [12]:

* non-startérové laktobacily — obligé&trhomofermentativni laktobacily
(Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helvetigus
fakultativre  heterofermentativni laktobacily (niap Lactobacillus
plantarum Lactobacillus curvatus obligatré heterofermentativni druhy
rodu Lactobacillus (nag. Lactobacillus brevis Lactobacillus
fermentun

» rod Pediococcus—- mezi nejasgjSi zastupce izolované ze 8ypati
Pediococcus acidilactia Pediococcus pentosaceus,

* rod Leuconostospp.,

* rod Enterococcus— zastupci tohoto rodu jsotasto povazovany i
za indikatory nedostateé hygieny z@vodu jejich osidleni
v gastrointestinalnim traktu.

NSLAB ovliviuji jak proteolytické tak lipolytické procesyCetnost
a zastoupeni NSLAB je vice heterogenni uusteré jsou vyragny
ze syrového mléka. Wt €chto bakterii v prosedi syru je velmi rychly,

i kdyZz paateni mnozstvi byva vyraznnizsi (za dobrych hygienickych
podminek) ve srovnani se startérovymi kulturamichi®gst vyvoje NSLAB
vSak zavisi na teplétzrani [8, 13, 31].

Vlastni syeni gedstavuje zakladni vyrobni proces spoie pro vSechny
druhy girodnich syéi. Jeho delem je ziskani pevné srazeniny i&gyiny)
pusobenim siidla. Aktivni sloZzkou sikidla je chymozin (EC 3.4.23.4), ktery
(zejména po dobu prvnich 50 — 60 minut) specifiskypi peptidovou vazbu
mezi 105. a 106. aminokyselinou (fenylalaninem a tionenem)

v polypeptidovémrietzci k-kaseinu. Nasledkem této specifické hydrolyzy
jiz x-kasein neni schopen chranit ostatni kaseinové&drakieré jsou citlivé
na sraZeni v iftomnosti C&" iontl. Klasické syidlo se ziskavalo extrakci
zaludki sajicich telat [15]. Vzhledem k omezenym zénojtéto suroviny
se pouzivaji dalSi enzymové preparaty s obdobnysolenim zivéisneho,
mikrobialniho nebo rostlinnéhaipodu. K nejvyuzivagsSim syidlum dnesni
doby pati zejména chymozin produkovany geneticky modifikouai
mikroorganizmyAspergillus nigera Escherichia coli pog. Bacillus subtilis
[8, 11]. Vznikajici syenina je zprvu velmi &kka, rychle vSak agreguje
za p¥ispéni vapenatych ioiit v jednotnou kompaktni hmotu (gel) [16].
Za (telem zlepSeni gitelnosti a kvality syeniny se do mlékarjgava chlorid
vapenaty (zpravidla ve forRmnasyceného roztoku) [1]. Tvorbu gelu Ize
urychlit zvySenim mnozstvi #gla, zvySenym fdavkem chloridu
vapenatého (pdp diive ml&nanu vapenatého), zvySenou teplotou
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zpracovavané sgniny, mechanickymi operacemi a rychlosti tvorbgedin
bakteriemi mléného kvaSeni (snizenim pH) [17].

Zpracovani skeniny gredstavujefradu operaci zajiijici tvorbu syrového
zrna a slouzi k oddeni pozadovaného mnozstvi syrovatky ze struktugiy g
Vv procesu tzv. synereze. Po dosaZeni vhodné pevjeostlistva syenina
krajena pomoci soustavy plochych nebo strunnychi fiz@. harf) za vzniku
zrn o prakticky stejné velikosti [3]. Zrno se d&ktrre micha (tzv. vytuzuje)
v uvolreéné syrovatce. Doba vytuzovani oviiyje kon€ny obsah susSiny [14].
U polotvrdych a tvrdych swr jsou dale z&azeny operace dékani
a dosouseni a podle dosazené id@iti teploty je dime na syry
S nizkodokivanou syeninou (teplota ddfivani obvykle do 40 °C) a syry
s vysokodofivanou syeninou (dokivani na 48 — 56 °C). Prani syrového zrna
se provadi u &kterych tym symi (gouda, eidam). iiP této operaci dochazi
ke snizovani obsahu laktozy v syrovych zrnech, mézza nasledek omezeni
poklesu pH a snizeni intenzitgkierych mikrobiologickych a biochemickych
reakci [4]. Welem dosou3eni (vytuzovaniipdohtivaci teplot) je dalsi
zvySeni suSiny a také ovligni probihajiciho mkéného kysani, které upravuje
konzistenci a jakost syra.

Pri lisovani syfi dochazi k odstrami volné vody (syrovatky) a syrova zrna
se spojuji v kompaktni hmotu. Uétéiny sy je dilezité, aby zrno i
formovani nefiSlo do styku se vzduchem, protoze zrna by se pgakéu
nespojila. Lisovanim syry ziskaji pevny a rovny mmby ktery je dlezity
z divodu omezeni pronikani kontaminujici mikroflory zolné lazg
(nap. halofilni heterofermentativni laktobacily). Vy#aka zavisi na druhu,
velikosti a t@nosti sy [1, 16]. Tvrdé a polotvrdé syry se obvykle lisuji
postupr naiistajicim tlakem 0,005 — 0,05 MPa, po dohikaiika desitek
nebo stovek minut. Rychlé zvysSeni tlaku by vedlozkweni povrchu syra
a znemozéni odtoku syrovatky. i lisovani probih&a dalSi prokysavani &yr
Lisovani nejen napomahd atiovani syrovatky, ale dava syn finalni tvar
a ovliviiuje texturu syra [8, 11].

Solenim se syru dodava slana thupewiuje se jeho tvar a pokoZzka.
Pri pronikani soli dodla syra dochazi k dalSimu uviolvani syrovétky [18].
Po tomto technologickém kroku se jednotligdsti hmoty syra diferencuji
a vznika tzv. solny prstenec. Postupnou difuzi seckntrace soli v hmét
v pribéhu zrani vyrovnava. Rychlost difuze soli je podp@mea vihkosti syru.
Vyznam soleni dale spiva v konzervaci, regulovaniastu startérovych
mikroorganizni a NSLAB, omezeni astu kontaminujici mikroflory
a modifikaci aktivity enzyra. Podili se také na zZim¢ proteinové struktury
(zejména bobtnani)¢imz ovliviiuje texturu syru. VSechny vySe uvedené
procesy maji potencial ovlivnit také vysledné ardaf 20]. Jako nepznéjSi
zpasob soleni syru se pouzivad soleni v solné lazmindéntrace NacCl
se pohybuje néastji v rozmezi 18 — 22 % a jeji pH je pro tvrdé agqietdé
syry obvykle ~ 5,2. Teplota soleni sé&smou pohybuje okolo 10 az 14 °C,

14



piicemz doba soleni je zavisla na velikosti a tvaruogjch bloki
a samoejnme na pozadovaném vysledném obsahu soli. Syry &y byt pred
vklddanim do solné lagncast&né prokysané. Nedostateé prokysani by
melo za néasledek nizSi absorpci soli a syry by byifigo mékké. Naopak
u syt s @ilis nizkym pH by byla konzistence velmi tuha agd&kehka [11].

Posledni, ale také jednou z négFit¢jSi a nejnakladsi fazi vyroby
piirodnich syé, je proces zrani. Tento¢jd Ize ozna&it jako soubor
mikrobialnich a biochemickych zmn napomahajici femenit cerstvou
syreninu na zraly syr. Proces zrani amaovliviiuje také texturni a furdki
vlastnosti a rove¢ chu’ a wvini syru. Proto je pro dosazeni plného
a vyvazeneho produktu zadouci dostafedélka zrani u vSecHiippdnich syi
(prakticky vyjma tzvcerstvych syi) [8, 21].

1.2.Zrani syrua

Zrani syfi predstavuje sloZzity proces, ktery zahrnuje jak mikotdgické
tak biochemické ¢e a podili se na vyvoji senzoricky aktivnich latek
ale i textury syru. Délka a podminky zrani jsaileditymi faktory, které tyto
zmeny ovliviuji a jsou charakteristické pro dany typ produkf?2,[ 23].
ZvySena teplota ip skladovani mize urychlit biochemické &e [24, 25].
Naopak snizeni teploty zraniane tyto procesy zpomalit [26, 27]. Svou roli
pii zrani hraje i Gprava mlékargd vlastni vyrobou syir (tepelné oSéeni,
standardizace tuku), coZ ude ovlivnit zejména iftomnost a aktivitu
mikroorganiznt, enzymii a rovréZz dostupnost substfatresp. katalyzatdr
pro biochemické reakce [28 — 33].

1.2.1. Hlavni procesy probihajici bkhem zrani syn

Bakterie mléného kvaSeni (LAB — lactic acid bacteria) jec@ma,
morfologicky heterogenni skupina mikroorganizra komplexnimi naroky
na vyZzivu. Jsou to fermentujici mikroorganizmy, rkteziskavaji energii
na vyrobu ATP procesem substratové fosforylace caat€né oxidace
substratu (sacharidy, organické kyseliny, uhlovgdéik). Oxidovany uhlik
se vyloki ve formg¢ CO, a vodiky redukovanych koenzymNAD(P)H
se vramci jejich regeneracdgepaseji na zbytek substratu vzniklého jeho
casténou oxidaci (nap pyruvat, acetaldehyd). Vytveny redukovany
produkt (nap. laktat) se vyloti do prostedi [34].

LAB disponuji intracelularnimi enzymy (peptidazyipdzy a enzymy
ovliviujici  katabolizmus aminokyselin) i extracelularnimenzymy
nag. endopeptiddzami. Enzymy LAB hraji édivou roli @i zrani syfi, véetng
vyvoje senzoricky aktivnich latek [35 — 37]. LAB see hmo& syru
pomnoZuji, ale také relatignrychle dochazi k jejich lyzi. Autolyza bk
LAB ovliviiuje zrani pirodnich sy@i prostednictvim uvolgni vnitiniho
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obsahu biiky véetre aktivnich intracelularnich enzymdo prostedi hmoty
syru [10, 38]. K lyzi biiky dochazi ziznych divodi a je ¢asto zfisobena
intracelularni muramazou, ktera hydrolyzuje &tmou sénu bakterii [8].

Hlavni biochemické procesy doprovazejici zrani syme rozdlit
na primarni dje, které zahrnuji metabolizmus laktdzy, laktatuciratu,
lipolyzu (kon&nym produktem jsou volné mastné kyseliny) a progtaol
(kongnym produktem jsou volné aminokyseliny). Naskedprobihaji
sekundarni biochemick&je, které jsou tlezité pro vlastni vyvoj senzoricky
aktivnich slodenin, a zahrnuji zejména metabolizmus volnych nyastn
kyselin a volnych aminokyselin [39, 41]. Velmi zpebusSesn
je mechanizmustsobeni jednotlivych metaboliZnznazorgn na Obr. 1.1.
Prevazny podil laktdzy odchaziiptechnologickém zpracovani syrovatkou.
Zbylé mnozstvi je metabolizovano glykolytickytepazie prostednictvim
startérovych bakterii nebo fosfoketoldzovou cegtoagiklad Leuconostoc
spp.) [21]. Z&kladnim produktem lakt6zového metasinall je pyruvat, ktery
je nasledna pisobenim mikrobialni NAD-laktatdehydrogenaziempenén na
L-laktat nebo D-laktat, pdfpac jejich racemickou sis (Obr. 1.1,¢4st c)
[42]. Non-startérova mikrofloraifiomna v syrech holandského typuedar
izomeruje D-laktat z L-laktatu, ktery produkuje rbdctococcusRacemizace
laktatu vyrazg neovliviiuje organoleptické vlastnosti syru, ale mohla by mi
negativni nutdni nasledky. D-laktat vapenaty jeirk rozpustny nez jeho
L-forma a tim by mohlo dojit ke krystalizaci a réhiému vzniku bilych
skvrn zejména ip fezu syru [21]. Fermentace laktozy je rychla a ficki
je celkov metabolizovana v prvnich dnech zrani. Na Obr.j&.2nazorgn
metabolismus if@meny laktatu na dalSi produkty préstnictvim fiznych
skupin mikroorganizrin Mira okyseleni inhibujetist nezadouci mikroflory,
ovliviuje paateni texturu syeniny a zastoupeni soli v syru (uvéndin
vapniku zkaseinu za vzniku mbianu vapenateho; tvorba
monokalciumkaseinatu) [23]. V zavislosti na drujuusmize byt laktat dale
metabolizovan (Obr. 1.2) mnoha cestami na dalSbdatdové kyseliny
(kyseliny octovou a propionovou ndiklad (Einkem Propionibacteriumspp.,
kyselinu mravedi metabolizmem pediokdk aj.), které se mohou podilet
na chuti a uni [21]. Meziprodukt metabolizmu laktdzy, pyruvig,substratem
pro vytv&eni rady senzoricky aktivnich latek s kratkyiettzcem (diacetyl,
acetoin, acetaldehyd, ethanol) vykazujicich typickagurtovou a maselnou
chuw a vini [39, 43]. Winkem NSLAB miize byt v syrech laktat oxidovan
na kyselinu octovou a GO[21]. Clostridium spp. niize za anaerobnich
podminek metabolizovat laktat na kyselinu maselaowdik,éimz dochazi
k nezadoucimu, tzv. pozdnimuréai syt [42].
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Mléko prirozere obsahuje malé mnozstvi citratu, ktery feyazré odvacdn
syrovatkou. Zbyly podil citratu je metabolizovartitymi startérovymi LAB
i NSLAB (Leuconostoc spp. a citrat—pozitivni kmenyLactococcup
na slogeniny (nap. diacetyl, acetoin a 2,3-butandiol), ktetgspivaji k chuti
a uvini synm [42, 44]. Produktem citratového metabolismu je @,Cktery
se podili na tvorb malych ok charakteristickych pro syry holandskéymu
[23].

Lipolyza je dilezity biochemicky dj, ktery intenzivig probiha Bhem zrani
symi s modrou plisni uvrithmoty a tvrdych italskych s§r U téchto syfi
je hlavnim procesem vytieni charakteristické chuti @n¢. V piipadech syir
jako jsou cedar nebo gouda je gieh lipolyzy mirny, nadrirna intenzita
lipolytickych reakci je u d&hto syfi nezadouci a vede k deféki
projevujicim se nap jako zluklost [21]. Lipidy v potravinach jsou paibeny
hydrolytickym a oxid&anim degradacim, i kdyz v syrech jsou oXidiazneny
velmi limitovany nizkym redoxnim potencialem260 mV) [23, 39, 42]
a pritomnosti pirozenych antioxidaiit (vitamin E) [40].

pL-Lactate

on-starter lactic
acid bactena

\efll.um 59' .
ipa®'” " Propionate, acetat

Butyrate, H, %%.%
H,0, CO,

H

HO\\yl\
COOH

H,C

© ¢'§’\\~\, Lactic acid

Formate, CO,, H,0
acetate, CQO,

Obr. 1.2: Schematicky znazafmy metabolizmus laktatu chem zrani syr
(1) racemizace, (2) /enena zejména progdnictvim Propionibacterium
freudenreichii subsp. freudenriechii a Propionibeim freudenreichii subsp.
shermanii v syrech Svycarského typu, (3) oxidanetabolizmus laktatu zejména
pisobenim kvasinek a plisni, (4) konverzedidt&gseliny mravedi, octoveé a ethanol
a (5) anaerobni metabolizmus laktatu nd Ryseliny maselné a jiktery vede
k tzv. pozdnimu dani syr: [12].

Lipolyza v syrech (Obr. 1.3) probih& ugdedku gitomnosti lipolytickych
enzymi — lipaz, které $pi esterovou vazbu mezi mastnymi kyselinami
a glycerolem. Jejich zdrojem je obéamléko, startérové bakterie, sekundarni
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startérové mikroorganizmy, NSLAB a pgpact exogenni lipazove preparaty
[12, 23]. VoIné mastné kyseliny (FFA), primarnimiogdukty lipolyzy, jsou
dulezitymi prekurzory katabolickych reakci, které g@u&uji senzoricky
aktivni sloweniny [40]. B-oxidaci a dekarboxylaci vznikaji metylketony,
sekundarni alkoholy a aldehydyii Rsterifikatnich reakcich FFA se vytyio
laktony. FFA dale reaguji s alkoholovymi skupinamé vzniku estdr
(nap. etylester kyseliny maselné, etylester kyselinykamevé, etylester
kyseliny octové aj.). Koncentrace kyseliny masej@&asténé diasledkem
hydrolytické aktivity lipaz [39].

Také NSLAB disponuji lipazami a esterazami, avSalch aktivita
je druhow specificka a také zavisla na obsahu soli, tépopH. Udrzeni této
aktivity je vSak dlezité pro tvorbu estéra také pro vyvoj chuti atwne
vysledného produktu [12].

Proteolyza je slozitym a ve své podstgdnim z nejdlezitgjSich dju
v pribéhu zrani ¥tSiny sy@. Tento proces zénd hydrolyzou kasein
(0sr-, 0sr, P-kaseimi a parax-kaseinu), které utw¥@ji matrici syru [46].
Zdrojem protedz je sigdlo, extracelularni enzymy LAB (jako napPrt,
lactocepin) a prozere se v mléce vyskytujici protedzy, z nichz v literat
je nejpopisovagjSim plazmin (EC 3.4.21.7) [22, 47, 48]. Hlavnimolém
lactocepinu v mléce je hydrolyza kaseinu na krga&ptidy, které se stavaji
substratem pro laktokoky. 88em zrani syir je vSak jeho uloha odliSna.
Kasein je &ipen chymozinem a plazminem a az néastedactocepin
hydrolyzuje vzniklé stedre dlouhérettzce polypeptid [12]. Vzniklé kratSi
proteiny a peptidy mohou byt dale intraceluarmydrolyzovany pomoci
endopeptidaz a exopeptidaz (hap aminopeptidazy, dipeptidazy
nebo tripeptidazy) primarnich a sekundarnéthrtérovych kultur a NSLAB.
Endopeptidazy katalyzuji hydrolyzu vazby uvniettzce za vzniku peptid
raizné velikosti a exopeptidazy katalyzuji aghEni pouze koncovych
aminokyselin z polypeptidovéhaetzce. Rehled hydrolytickych zgn
proteini syru v disledku metabolizmu LAB je znazam na Obr. 1.4.
Intracelularni peptidazy &pi peptidovy fettzec za vzniku kor@mého
produktu, a to volnych aminokyselin. Pomoci dal&&#naymatického aparatu
mohou byt aminokyseliny dale katabolizovany za kaninejitiznéjSich
senzoricky aktivnich latek. Druhou cestou, kde mplyt aminokyseliny
vyuzity, je syntéza proteip avSak biosyntéza je mozna pouze u vitalnich
burek.
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Intracelularni proteolytické enzymy LAB tkheme charakterizovat jako
[49]:

« aminopeptiddzy — uvaljici volné aminokyseliny (FAA) a dipeptidy
z N-konce peptidovéhorettzce neobsahujici vice jak 5-7 residui
aminokyselin;

» karboxidazy — uvaiujici aminokyseliny z C-konce peptidovétekzce;

 dipeptidazy a tripeptidazy — hydrolyzujici di- goaptidy;

» oligopeptidazy nespici kasein — hydrolyzuji peptidy, které obsahuji
obvykle 5-30 aminokyselin.

LAB tedy produkuji peptidazy s uzkoti Sirokou specifinosti, ktera
je determinovana zejména aminokyselinou a/nebo pejtici v peptidu.
Peptidazy jsou také schopny pomalu degradovéitteré nespecifické
substraty
a u mnohych aminopeptidaz byla prokazana i dipepéichktivita.

Kaseiny obsahuji velké mnozstvi prolinu. Iminovaugka prolinu
zpasobuje jeho jedingmou strukturu, a proto hydrolyza vazby mezi praine
a peptidovymietzcem je striktd katalyzovana specifickymi prolinovymi
peptiddzami za uvoémi prolinu. Vzniklé peptidy jsou Zfstuprény &inku
jinych peptidaz. Proteolyticky aparat LAB je znazar na Obr. 1.4. a 1.5.
Nekteré prolin-specifické peptidazy byly nalezenyAB_[12, 45]:

o X-Prolyl dipeptidyl aminopeptidaza (PepX) — ukwojici peptidy z N-

konceretézce oligopeptid,

* Prolin iminopeptidaza (Pepl) — katalyzujici usavani prolinovych

rezidui z di-, tri- a oligopetiil

» Prolinaza (PepR) — je specificka dipeptidaza, kiedrolyzuje dipeptidy

se sekvenci ProX,

» Prolidaza (PepQ) — je X-Pro specificka dipeptidaza,

 Aminopeptidaza P (PepP) - katalyzujici odstrén N-terminalni
aminokyseliny z oligopeptidu majici sekvenci X-Fwm-(X), nebo
X-Pro-(X),
Mezi dalSi peptidazy, které jsou sasti proteolytickych enzyinLAB,
pafi [12]:
« aminopeptidazy (PegN PepC)

« dipeptidazy (PepV)

« tripeptidazy (PepT)
 endopeptidazy (PepOPepF)
 Glu-specificka peptidaza (PePA

Oligopeptidazy naopak specificky hydrolyzuji sulistrpodle délky
peptidovéhorettzce. Peptidazy jsou zodp@miné za sekundarni proteolyzu
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béhem zrani syr (nag. hydrolyzu peptid uvolnénych plazminem nebo
chymozinem, odstrani hakosti a produkci volnych aminokyselin) [49].
V dusledku fiznych vlastnosti jsou peptidazy klasifikovany doli&ch
skupin, jak je znazogmo na Obr. 1.5.
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Obr. 1.4: Schematické znazamm metabolizmu dusiku pr@stinictvim bakterii
mléného kvaSeni [12].

Souasre vSak mohou vznikat také hydrofobni peptidy, z niakkteré
mohou zfisobit nahéklou chu’ syru [51, 52]. Proto je rovnovdha mezi
produkci peptid a jejich naslednou degradaci na aminokyseliny velm
dulezita [45]. Podle Forde a Fitzgerald [46] tyto .thviké peptidy obsahuiji
znany podil hydrofobnich aminokyselin jako leucin, y&danin a prolin
a vznikaji hlave zagsi-kaseinu. Intracelularni enzymy LAB, které jsou
z jednotlivych busk uvolrény po jejich autolyze, urychluji samotnou
proteolyzu. Aktivita &chto enzynd maze g@itomnost hikych peptidi omezit
jejich rozseépenim na kratSi peptidy, které jiz nemusi vykazdwaikou cha’
[10]. Mnozstvi startérovych LAB a NSLAB dosahuje¢chbm zrani
srovnatelnych hodnot (30- 10 cfu-g* u startérovych LAB a T0cfu-g™*

u NSLAB), avSak rychla autolyza békn NSLAB naznéuje, ze by jejich
proteolyticka aktivita pro vyvoj vlastnosti syru hla byt vyznam#jsi, nez
je tomu u startérovych LAB [37]. V fibchu zrani je tedy proteolyza
katalyzovana enzymy pochazejicimi ze (ijigha; (i) mléka; (iii) primarnich
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startéii; (iv) NSLAB; (v) sekundarnich startea (vi) exogennimi proteazami
a/nebo peptidazami pouzivanymi k akceleraci zaB, p4].

Endopeptidases (PepO, PepF)

Exopeptidases
Aminopeptidases (PepN, PepA, PepC, PeplL) Iminopeptidase (Pepl)
Ql - OO0~
Pyrolidonyl carboxylyl peptidase (PCP)
EyroGiD>~ O~~~
X-Prolyldipeptidyl aminopeptidase (PepX) Carboxypeptidase
Dipeptidases (PepV, PepD) Prolidase (PepQ) Prolinase (PepR)
Tripeptidase (PepT)

Obr. 1.5: Schematické znazamm peptidaz nalezenych v bakteriich ¢nkého
kvaseni [12].

Koneinym produktem proteolyzy jsou volné aminokyseliAA). Jejich
koncentrace zavisi na druhu syru, pouzité vyrobrdchmologie
a podminek zrani [55, 56].8Mteré FAA @imo ovliviuji senzorické vlastnosti
(kyselina glutamova zintenziuwje chu’ — tzv. faktor ,umami“, prolin a lyzin
jsou hako-sladké, zatimco alanin, glycin, serin a treojsiou spiSe sladke)
[57].

Ve WtSing pripadi vS8ak FAA neovliviuji vyvoj aroma syru fmo.
Mnohem vyznamijsi z hlediska vlivu na organoleptické vlastnosfiras
je konverze FAA na senzoricky aktivni latky (amdgiaminy, karbonylové
sloweniny, fenoly, indol a alkoholy), a to préstnictvim intracelularnich
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enzymi mikroorganiznd [58 — 60]. Schopnost produkovat senzoricky aktivni
slowteniny z aminokyselin je sifndruho¥ a dokonce i kmenav zavisla
[61 — 64]. Kyselina glutamov4, leucin a metioninipanezi nejvyuziva§si
prekurzory ve vytvéeni &chto latek. Rada dileZitych sirnych slotenin
vznika pra¢ z metioninu. Enzymaticky aparat laktokoka laktobacik
je schopen produkovat senzoricky aktivni sirné &woiny jako nap
methanethiol, dimethyldisulfid nebo dimethyltrigdlf Pridavek rkterych
volnych aminokyselin jako prekurzomaZze urychlit vyvoj poZzadované chut
syru [8, 12].

Metabolizmus aminokyselin je velmi slozity proce®b¢. 1.6) a hraje
vyznamnou roli Bhem zrani syir. Ze slozitého komplexu reakci aminokyselin
lze jmenovat najklad tyto:

() Transaminace — jako reverzibilni reakce. fivprvni krok degradace
aminokyselin za vyuziti pyridoxal-5’-fosfatu  jako oflaktoru
pro enzymatickou katalyzu. Enzymaticka katalyzazpeostedkovana
aminotransferazami (EC 2.6.1.x) za vznikiketokyselin, které slouZzi
jako prekurzory pro senzoricky aktivni latky. Z @b divodu
je prav@podobrg limitnim krokem ve vyvoji chut a winé.
Katabolizmus aromatickych  aminokyselin, dale amimsatin
S rozwtvenymietzcem a metioninu je inicializovan pgtransaminaci,
protoZe k jejich degradaci dochazi pouzeiitomnosti a-ketokyselin
(akceptor aminoskupiny) [62, 84].

(i) Deaminace — aminokyseliny mohou byt také degradpvaktivitou
dehydrogenéaz vyuzivajici NADako ekceptoru elektronu a produkujici
a-ketokyselinu a Nkl Dalsi moznyntinitelem deaminace jsou oxidazy,
které vyuzivaji jako akceptor elektronu kyslik a zaniku aldehyd
a NH; [23]. Kultury jakoGeotrichum candidura Brevibacterium linens
maji velmi aktivni deaminazy a vytkgdi velké mnozstvi amoniaku
prostednictvim katabolizmu zejména serinu, glutaminupasasginu
a treoninu. Oxidativni deaminaci mohou vznikat k&ommoniaku
a aldehyd (Streckerovou reakci) také mastné kyseliny
(nag. isovalerova nebo isomaselna) [57, 79, 80, 82, 83]

(iii) Dekarboxylace — konverze aminokyselin na korespjpeciduiaminy
odSEpenim CQ. Tyto metabolity jsou ve vySSich koncentracich
nezadouci pro jejich potencialni toxikologické€inky. Dale mohou
vznikat diamin kadaverin (z lyzinu) a polyamin mgcin (z ornitinu
nebo argininu) ovlisujici detoxik&ni reakce histaminu a tyraminu,
¢imz prakticky zvySuji jejich toxicitu. Sekundarnimmy (spermin
a spermidin vznikajici z putrescinu) navic mohowkétareagovat
s dusitany za vzniku heterocyklickych karcinogehninitrosamiri
pii zahtfevu [65 — 70]. Dekarboxylaci mohou byt takéketokyseliny
metabolizovany na aldehydy.
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(iv) Eliminace — katalyzovana préstnictvim aminokyselinovych lyaz.
Tato konverze je typicka pro aromatické aminokyseli(tyrozin
a tryptofan) a metionin za vzniku fenolu, indolesp. metanethiolu.
Ackoliv eliminace neni hlavni reakci katabolizmu aokigselin, aktivita
byla detekovana u kvasinek, mikroKo& Brevibacterium linensU LAB
obecr nebyl pozorovan tento katabolicky cyklus aminokiysgs3].

(v) Dehydrogenace — konveraeketokyselin na fislusné hydroxy-kyseliny,
které nejsou vyznamnynginiteli ve vyvoji senzoricky aktivnich latek.
Naopak piliS intenzivni aktivita by mohla mit negativni kfe
prostednictvim snizeni koncentrace-ketokyselin jako prekurzér
pro latky s organoleptickymi vlastnostmi (itapaldehyd). Vysoka
aktivita dehydrogenace za sasné produkce hydroxy-kyselin byla
pozorovana u laktokdk v polotvrdych syrech. Déale také aldehydy
mohou byt dehydrogenovany na karboxylové kyseli@koholy
popipads thioly [62].

(vi) Transfer acylové skupiny — prostnictvim acyltransferdz a esteraz
za vzniku estér jako nap. etylesteru kyseliny maselné, ktetasto
prispivaji k organoleptickym vlastnostem ®&yrEstery jsou tvieny
reakci mezi alkoholem a organickou kyselinou, kdeba nize byt
zprostedkovana pomoci koenzymu A (CoA) [62].
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1.2.2. Struéna charakteristika biogennich amini v pirirodnich syrech

Biogenni aminy jsou ifrozenou sotasti fermentovanych potravin jako
metabolity vznikajici dinkem specifickych mikroorganizim Vznik
nejvyznamgjSich biogennich aminz jednotlivych prekurzdr je znazoran
na Obr. 1.7.

MnoZstvi biogennich amin se IliSi svarietou syr a je odvislé
od pitomnych startérovych LAB a NSLAB, ale také od dabwni. Mezi
nejvyznamgjSi pavodce biogennich aminmohou pait zastupci bakterii
rodd Lactococcus Lactobacillus, Enterorococcus, Pediococausbo celedi
EnterobacteriaccaeU syttt holandského typu jsou ndjezitejSimi zastupci
s dekarboxylazovou aktivitou laktobacily, protozeolmau byt pidavany
béhem vyroby jako sekundarni kultury, ale mohou byysech pitomny
| jako NSLAB. AvSak jejich dekarboxyldazova aktaite nejen druhay
ale i kmeno¥ zavisla. Vznik biogennich amirje také zavisli na tepldtzrani,
koncentrace NaCl a pH [12]. Koncentrace biogenrdohini se takeé lisi
v zavislosti na poloze vsyru. Byly pozorovany diggantné odliSné
v okrajovychéastech ve srovnani sé¢exilem syru holandského typu [67, 71].

TYRAMINE
HISTAMINE PHENYLETHYLAMINE
Tyrosine SPERMIDINE
Histidine Phenylalanine \
SPERMINE
POOL /
OF Ornithine —— PUTRESCINE
SEROTONIN AMINO ACIDS T
Tryptophan Arginine ——> AGMATINE
Lysine
TRYPTAMINE
CADAVERINE

Obr. 1.7: Aminokyseliny jako prekurzory biogennich adr{in2]

Fyziologické &inky biogennich amiin se liSi podle jednotlivych zastupc
Dulezité je podotknout, Ze v jistych koncentracichegch vyskyt irozeny
a maji dilezitou biologickou funkci, mohou slouzit nagako zdroj dusiku
pro buiky, dale jako prekurzory v syntéze hornipralkaloidi, nukleovych
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kyselin a proteifi [70]. Biogenni aminy dale hrajiatezitou roli v regulaci
télesné teploty, pH Zaludku, a nebo také v mozkoviak Nekteré biogenni
aminy mohou v uitych koncentracich {sobit jako neurotransmitery
centralni nervové soustavy nebo vaskularniho systén2]. AvSak
pro spotebitele je daleko zavaZgsi jejich toxikologicky efekt v dsledku
zvySeného mnozstvi v konzumované potravinMezi nejvyznamési
biogenni aminy zfsobujici alimentarni otravy gatzejména histamin,
tyramin, putrescin, kadaverin, fenyletylamin a teypin. Otravy secasto
projevuji &inkem biogennich amin na hladké svalstvo, kardiovaskularni
systém, kecemi v ¥iSe, pfijmem a zvraceni. Nejvice &ito otravami
je spojovan histamin [70]. ObetnvSak lze tvrdit, Ze celkovy obsah
biogennich amitrnad 100 mikg™ dané potraviny je toxikologicky vyznamny
[65]. Tato hranini koncentrace je odvozena od alimentarnich intmiik
zpasobenych histaminem.

PrestoZe vysoka koncentrace biogennich @mid za nasledek intoxikaci,
gastrointestinalni trakt safrcje vybaven porrné ¢innym detoxik&nim
systtmem. Exogenni biogenni aminy jsou rychle nodiadvany
na fyziologicky mén aktivni produkty dinkem aminooxidaz.
Tato detoxikace vSak poskytuje pouze omezenou puoheato u malych
mnozstvi biogennich aminufigtych v kEzné konzumované strav Mezi
specificky aktivni enzymy metabolizujici biogennimiay fadime
monoaminooxidazu (MAO, EC 1.5.3.11), diaminooxidé2&O, EC 1.4.3.6)
a polyaminooxidazu (PAO, EC 1.5.3.11) [73]. Polyaynijsou nejdive
acetylovany a aZz nasletioxidovany DAO a PAO. MAO a DAO {obi
ve stevnim epitelu, tudiZz se do krevnihoébh dostavaji oxidani produkty
biogennich amih (za kzZnych podminek) [74]. &které aminy
(nap@. putrescin, kadaverin) mohou inhibovat detogika aktivitu
aminooxiddz (nap histamin metabolizujici enzymy) [70]. U jedinc
s chorobami traviciho traktu, jako rapgastritida a Zaludei viedy,
je aktivita aminooxidaz nizSi v porovnani se zdravyedinci. Také akteré
leky (jako antihistaminika, tuberkulostatika, ardiarika, psychofarmaka
s antidepresivnim dinkem aj.) mohou ovlivnit metabolizmus biogennich
amini. Z tohoto dvodu by mohlo dojit k nahromani biogennich amii
v lidském ¢€le a naslednym zdravotnim probkem [70, 74]. Obdob&

I ethanol niize pisobit jako inhibitor MAO a DAO [72].

1.2.3. Vliv procesi probihajicich p¥i zrani na vyvoj vybranych
vlastnosti syru

Podminky a délka zrani hrajtilézitou roli ve vyvoji texturnich, funinich
a senzorickych vlastnostifippdnich sy@i. Syr ma velmi heterogenni
fyzikalné-chemickou stavbu, kter4d dovoluje sasny ptibéh riznych
enzymatickych i neenzymatickych reakci. Zrani jeétavlivnéno procesem
soleni syéi. ZvySené mnozstvi soli wviznych ¢astech (nafp solny prstenec
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a postupna difuze soli dofetlu syru) mze inhibovat produkci rozpustnych
peptidi z kaseinovych frakci [54].d6 zvySuje iontovou silu, kterou se dale
snizuje rozpustnost protéinKoncentrace iotit neovliviiuje pouze interakce
mezi proteiny samotnymi, ale také reakce svodakerh a solemi [19].
MnozZstvi soli tedy nasledrovliviiuje i texturni vlastnosti syr[86]. Sil také
muze inhibovat mikrofloru syru a tim brzdit enzymé#c reakce [26],
coz se mMZze odrazet na nejednotném zraniiznych mistech v bloku syru.
Pouze omezené mnoZstvi studii se vSak zabyvalo obitdpgickymi
a biochemickymi zrénami v zavislosti ngase a umisghi v bloku syru. Byly
pozorovany rozdily ve \iSi a vnitni ¢asti syru [87, 88]. Tento jev ine
souviset s autolyzou LAB, ktera je ovlgma rekolika faktory jako teplota,
koncentrace sodnych iana pH [89]. Hodnotyady z &€chto paramefr vSak
mohou byt viiznych¢astech syru v @béhu zrani odliSné.

Chemické slozeni syru ma vyznamny vliv na jehoumiitvlastnosti [90].
Textura je senzoricky a fudki projev strukturalnich, mechanickych
a povrchovych vlastnosti potraviny, které jsou mzpatelné pomoci smysl
zrakového, sluchového, davého, taktiinino a kinestetického. Strukturalni
vlastnosti zahrnuji makroskopické, mikroskopickénolekularni rysy dané
potraviny. Textura je tedy projevem konkrétni fyaiki struktury syru [81]
a je bezprogedre ovliviovana poéatenim slozenim miléka, vyrobnim
postupem a procesem zrani [32, 41], jak jeho délkak i podminkami
ve zracim sklep [90]. Mezi nejdilezit¢jSi faktory gispivajici k texturnim
zmenam radime interakce kaseinovydiastic a rozsah proteolyzy. Naopak
raiznorodost enviromentalnich podminek, jako tapyvo] pH, teplota
a iontova sila ovliuji zmintné faktory. Proteinova matrice syru vznika
spojovanim kaseinovyckiastic pomoci fyzikalérchemickych reakci, které
jsou v girodnich syrech prawgodobr zprostedkovany progednictvim
elektrostatickych a hydrofobnich interakci. Progeifsou propojovany
zejména pomoci koloidniho kalcium fosfatuj¢pmz dochazi k ze&ivani
proteinové matrice pragdnictvim vznikléeho parakaseinu vapenatého. Sila
a podil kazdého typu interakce jézen residualnim nabojem kaseinové
molekuly, typem kaseinu a teplotou syru [90].

Se snizujici se vlhkosti dochazi ke zvySovani astidsyru [19]. Syr
piirozere ztrdci vodu odpavanim a vysSi Ubytky jsou pozorovany
ve vrchnich vrstvach, kde tedy lzéetavat i rozdilné texturni vlastnosti [8].
Castén¢ Ize odp#ovani zabranit pouzitim obalovych mateiial
s definovanymi vlastnostmi. Samotna proteolyza piigny vliv na vyvoj
textury syru, ktery se stav&keim v disledku &chto reakci [91]. Rowt pH
ovliviiuje reologické vlastnosti ffsodnich syl [92, 93], protoze zgmy
v kyselosti pimo souvisi s chemickymi procesy v proteinové roatsyru
[94]. V pritomnosti nizSiho pH je degradace proteipomalejSi, a proto
| texturni znény mohou probihat pozvadji [92].
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Jako organolepticka charakteristika je textuifiamp netitelnd senzorickou
analyzou. Senzoricky panekqustavuje ,mfici pristroj“ a vysledky kazdé
provadné analyzy zavisi na jehdenech. Vykr a Skoleni senzorickych
posuzovatél musi byt vedeno dlefislusnychéeskych technickych norem
odvijejicich se od mezinarodnich standgi®5].

K hodnoceni textury se mohou pouzivat r&&n sofistikované
instrumentalni metody. Jednouézhto technik je i texturni profilova analyza,
jejiz provedeni je ndp zaloZzeno na penetmsich testech (kuzelovitd nebo
cylindricka sonda je vsunuta docité hloubky syru), a kompresnich testech
[25, 92], které jsou konstruovany k simulaci &lai syru mezi statkami
béhem zvykani [85]. Mezi zakladni parametry, kterén@aohou poskytnout
ucelerjSi pohled na soudrznost materialu a jsowfi@nymi ©mito
technikamitadime mechanické texturni vlastnosti jako:

o tvrdost neboli pevnost (hardness) — vztahujici ssilek potebné

k dosaZeni deformace nebo penetrace vyrobkem,

 piilnavost (adhesiveness) — vztahujici se k sile goZané k odstrami
materialu, ktery seiflepi k ustim nebo k povrchu,

» soudrznost (cohesiveness) — vztahujici se ke stmpnktery nize byt
latka deformovana, nez se rozpadne&getw® vlastnosti kehkosti,
zvykatelnosti a gumovitosti,

» lamavost/kehkost (fracturability) — vztahujici se k soudranos
a tvrdosti a k sile p&tbné k rozbiti vyrobku na drobky nebo kousky,

» Zvykatelnost (chewiness) — vztahujici se k mnoZgirdce paebné
k rozkousani pevného vyrobku do stavu vhodnéhdknpii,

e gumovistost (gumminess) — vztahujici se k soudtznaskiehkosti
vyrobku.

Jak uz bylo vySe zmémo, zrani syi je slozity proces, kteryasto vyZaduje
delSi dobu uchovavani za optimalnich podminek, tzn.vhodné teploty,
vlihkosti vzduchu aj. Zivodu omezenych skladovacich prostarfinartnich
nakladi existuje tlak na producenty, kiepak zamrné zkracuji dobu zrani
syni a dive expeduji vyrobky do distrigni si€. Za €chto podminek frodni
syry nedosadhnou poZzadovaného stupnozrani v dob konzumace, nelbo
nasledné skladovani za chladirenskych teplot zggmabihajici biochemické
a mikrobiologické reakce. Lzetekavat, ze vysledny produktize mit jiné
vlastnosti ve srovnani s vyrobkem, ktery zraje veacirh sklepech
pozadovanou dobu [95]. Problematikaegiasného zpomaleni nebo dokonce
ukorceni procesu zrani se mnoho publikaci nezabyvalestpze dje
probihajici @i zrani @imo ovlivauji texturni 1 jiné organoleptické
charakteristiky (chti a viini) pirodnich syé. Spotebitel tedy niZze byt
do jisté miry zklaman, protoZze produkt jim zakoupenemusi mit
odpovidajici vlastnosti.

30



1.3.Metody akcelerace zrani syé

Zrani syfi je casto dlouhd a nakladnad operace, kterou jsou vyrobci
pod tlakem trhu nuceni omezit avbdu snizeni nakladna vyrobu produki
Z tohoto divodu se mizeme v distribéni siti setkat se syry nedostaie
zralymi, u kterych Ize ifedpokladat odliSné organoleptické vlastnosti
ve srovnani s kvalith vyzralymi syry [1]. Problematikou kvality syr
v souvislosti s vyvojem organoleptickych viastngstiskladovani za snizené
teploty se vSak doposud mnoho praci nezabyvalongtazeSenim by mohla
byt akcelerace zrani, kterou lze docilit poZzadotangkraceni doby zrani
a soudasré dostaténé prozralosti. Je vSak nutné zajistit spravny yyagech
znalki bez organoleptickych defékt(nag. ve struktie, chuti) a snizeni
kvality. Metody akcelerace zrani fiytradicné zahrnuji vyuziti enzyiin jako
protedz, peptidaz, lipaz frgalaktosidazy, fipadré enzymi, které katalyzuji
reakce FAA. Obeah metody akcelerace zrani 8yrmazeme rozdlit
do rekolika skupin: (i) znénu (predevsim zvySeni) teploty zrani; (iijigavek
vybranych enzyrn (iii) piidavek mikroorganiziin s chemicky anebo
fyzikalné naruSenou buinou stnou (pro rychlejsi lyzi); (iv) pidavek
geneticky modifikovanych  mikroorganiZim (v) pridavek dalSich
(doplikovych) kultur; a (vi) pidavek "extraktu” ze zralych syfo6].

Teplota zrani vedle pouzitého typu startérovychtkula mnozstvi
piitomnych NSLAB paf mezi nejdlezitéjSi faktory ovliviwjici prabéh
mikrobiologickych, resp. biochemickych, proge®roteolytické a lipolytické
procesy jsou vyraznurychleny pouzitim zvySené teplotghem zrani sy,

i kdyZ na celkovy p&et NSLAB nema az tak vyrazny vliv [27]. Akcelerace
téchto proces je pravé@podobré zpisobena fiblizenim se k optimalni tepkot
aktivity proteolytickych enzyrin, které katalyzuji feménu proteinové matrice
a konverzi FAA na senzoricky aktivni latky. Podébtomu mize byt

I u lipolytickych enzyni. Vyuziti skladovani p zvySené tepl@t ma vsak
uplatreni zejména u sy které byly vyrobeny za vysoce hygienickych
podminek [97]. B aplikaci této metody hrozi nebezpeychlejSiho istu

a mnozeni nezadoucich mikroorganizra mikroorganizmd zpisobujicich
alimentarni nakazy, a to Wipadt, Zze tyto mikroorganizmy jsouifpomny
[98]. Jeji hlavni vyhodou je vSak jednoduchost paeni. Dale vyznandn
ovliviiuje vyvoj chuti bez ohledu na pouzité druhy stari@rpocet NSLAB
[96]. Prace Sihufet al.[24] se jako jedna z méala zabyvala pozorovanirirem
pii zrani syru za zvySené teploty 18 °C (syr typu dragjto Argentino).
Vyvoj sledovanych charakteristik (difize soli, ry@$t proteolyzy, vyvoj
organoleptickych vlastnosti) byl signifikagtarychlen vyssi teplotou (18 °C)
ve srovnani se syry zrajicimi z&Zmé teploty (12 °C). i@stoZze optimalni
doba zrani syru tohoto typu jé¢id2 °C minimalg 6 mesioi, autdi navrhli
omezit délku zrani za zvySené teploty (18 °C) nahgo2 az 3 ®sice.
Podobny trend byl sledovan igedaru, kde Lavet al.[99] nastinili moznost
az 75% zkraceni doby zrani zvySenim teploty na@2BEzn4a teplota zrani
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u tchto syfi se pohybuje pod 10 °C. Adtodale uvadji, Zze syr zrajici
za akceleréni teploty byl bez defeltve struktie. Na druhou stranu auito
upozonuiji, Ze [ zvySenych teplotach existuje vyssi riziko vznikahto vad
[99]. F¥i akceleraci zrani zvySenou teplotou je nutné zuvalkovy teplotni
rezim, ktery zajisti pozadované zkraceni doby zrale zarové se musi
zabranit vyvoji pachuti nebo jinych senzoricky ragagcich vad [100].

Pridavek klgovych enzynmi zodpowdnych za Zadouci biochemické amy
vede také k akceleraci zrani. Mezi tyto enzytfagdime lipazy (Zivéisného
i plisnového mivodu), protedzy a peptidazy [ggalaktosidazu. Lipolyza
je u sy typu holandského, Svycarskéhocedaru limitovana, avsak ibe
prispivat k reziduélni chuti [40]. Enzymaticky pre@larzvany FlavorAge
(Chr. Hansen, Inc., US) specificky hydrolyzuje ¢xilglyceroly se sedre
dlouhymi rettzci (Gs-Ci0). Lipaza byla izolovana Aspergillus oryzae
Souwasti tohoto preparatu je i protedza. FlavorAge jedppwdny
za smetanové arom&daru [99 — 101]. Komeéné jsou pouzivané i dalsi
lipolytické a proteolytické enzymy, avSak jejichligpce neni jednoducha
z diavodu tvorby defekt jako hdkost, Zluklost, netypicka ifchu’ nebo
texturnich vad [99, 100, 105]. Pro redukcikmsti je mozné vyuzit enzyim
jako Accelas® (LAB exopeptidaza). NeutraSe (neutralni proteaza)
je pouzivana pro podporu pozadované €Hu00]. Aktivace plazminogenu
na plazmin pomoci exogennich enZyja dalSi zfsob podpteni proteolyzy
[99]. Problém, kterému vyrobateli, je dosazeni odpovidajiciho zadrzeni
piidavanych enzyiinv syfenirg. Frirozere se vyskytujici mléné enzymy jsou
asociovany s kaseiny a migm tukem. V pipact startérovych kultur
a NSLAB jsou mikroorganizmy zachycovany na rozhramé&ného tuku
a kaseinové matrice [8]. &&ina pidavanych enzyd vSak odchazi
do syrovatky. Jedno z moznydhSeni je mikroenkapsulacéchto enzym
do vhodnych materi@) které budou rowt asociovat se slozkamiigpiny.
Rozmiséni a spravné rasovani jejich uvokni je dilezitym faktorem
pro spravny pibéh zrani. V opaném gFipad mize dochazet k proteolyze
piiliS brzy a nasledhk texturnim anebo cliovym defekim [100]. Rilis
intenzivni proteolyza éhem technologickych operaci by mohla takészbit
uvolovani kratkych peptiddo syrovatky a tim sniZzeni ¥hosti syru.

Jak uz bylo zmigno vySe, bakteridlni enzymyiimo ovliviiuji rychlost
zrani. Jednou z efektivnich cest ke zvySeni mnozsakterialnich enzyin
(bez zminy primarnich startéar a podminek vyroby) je ffdavek
mikroorganizni s chemicky anebo fyzik&nnaruSenou bugtnou stnou.
Vyuziti takto modifikovanych mikroorganizim spaiva v redukci jejich
schopnosti produkovat kyseliny (prevence moznébekyseleni skeniny
a s tim spojenych technologickych probidmsowasre se zachovanim
aktivity jejich intracelularnich enzyin[99]. Existuje mnoho zjsohi jejich
piipravy (tepelné os&ni, zmrazeni, sprejové suseni, lyofilizace attDP].
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Pridavek dopikovych kultur gispiva k regulaci zraciho procesu d@za
ho dokonce urychlit. Dopkové kultury hraji dlezitou roli
v pribéhu proteolyzy a tvorbchug syru [103]. Cel&ada dopikovych kultur
byla diive vyizolovana jako NSLAB ze syr byly zjiS€ny jejich vlastnosti
a nasleda jsou vyuzivany jako sekundarni kultury [104].

VyuZziti geneticky upravenych LAB skytd nové mozmnéshkceleraci zrani
syni. Cilem modifikaci mohou byt né&jlad (i) mikroorganizmy, které
produkuji mnohem &Si koncentrace vybranych enz§nipeptidaz, esteraz
a enzyni katalyzujicich katabolizmus aminokyselin) neZzie LAB;
(i) geneticky upravené startéry produkujici dalgybrané enzymy;
(i) rychlejSi lyze burk startérovych LAB (prosédnictvim klonovani
autolyzinu (hydrolazy) do startéra (iv) startéry s upravenym metabolizmem
[100]. Vyuziti €chto aplikaci je vSak na gdtku aceli prekdzkdam ze strany
akceptace geneticky modifikovanych organizwitSinovou spolénosti.

Pridavek ,extraktu” ze zralych s§yrma rozléné pouziti nap u vyroby
suroviny pro produkci tavenych syrvyrobki typu snackéi cracker a také
u imitaci ml€nych produki. Problémem § pouZiti této metody je obtizna
kontrolovatelnost probihajicich proéesExtrakt je za neustalého michani
inkubovan pi 30 °C po dobu 4-5 dn pficemZ hrozi riziko istu
kontaminujici mikrofiéry [89].
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2.CIL PRACE

Zakladnim cilem disertai prace bylo sledovat distribuci vybranych slozek
v piirodnim syru v pibéhu zrani a rowz vybrané teplotni podminky zrani,
resp. skladovani, které tuto distribuci mohou avtivZakladni cil Ize rozlit
na diki cile:

1. sledovat vliv délky zrani, resp. skladovani, natritigci vybranych
sloZek v pirodnim syru holandského typu,

2. srovnat distribuci vybranych slozek v syru, kteryalz resp. byl
skladovan, zait zracich/skladovacich teplot se z#emnim na teploty
<10 °C,

3. studovat distribuci vybranych sloZzek v syru, ktebyl podroben
akceleraci zrani vigledku zvySené teploty,

4. zabyvat se texturouifpodniho syra v jehouenych ¢astech a sledovat
vliv zmén v pribéhu zrani za znych podminek na vybrané texturni
parametry.

Pro dosazeni vySe zngmych cili byly stanoveny nasledujici ukoly:

1. provést literarni reSerSi tykajici sefirpdnich sy#i, proces zrani
a moznosti jejich akcelerace,

2. zalozit zraci/skladovaci pokusy v délce Sesti, .re&fyi, mesia
a v ucenych intervalech provéstiplusné analyzy,

3. sledovat zrmany v distribuci vybranych slozek v jednotlivych twéch
stredového pasu syra viiehu Sestimsicniho zrani/skladovani véetch
raznych teplotach (2 chladirenské a 1 optimalni @aydyp syra),

4. podrobrji sledovat zmany v distribuci vybranych slozek v jednotlivych
vrstvach gkolika pasi v pribéhu étyimesicniho zrani g optimalni
teplogé a kEhem zvySené teploty majici potencial akcelerovaicesy
zrani,

5. v jednotlivyché¢astech firodnich syii se zamsiit predevsim na sledovani
obsahu volnych aminokyselin a biogennich amim dale sledovat
proteinovy profil,
proveést texturni analyzu vybranyeasti girodnich sy,
provést mikrobiologické rozbory jednotlivych vrsteledovanych pds
piirodniho syra,

8. pokusit se poukazat naifpmné mikroorganizmy, které maji potencial
prispivat k produkci biogennich andin

9. senzoricky hodnotit testované tidni syry v pébéhu zrani,
resp. skladovani.

~N o
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3.ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Experimentalni ¢ast diserténi prace lze rozdit na i experimenty.
V prvnim experimentu byl proveden Sestskini zraci, resp. skladovaci,
pokus sefemi riznymi teplotami zrani/skladovani. Druhy experimét
zantfen na vyvoj texturnich vlastnosti #znych ¢astech eidamské cihly
v pribéhu ¢étyrmeésicniho zrani B optimalnich podminkach. Veietim
experimentu bylo zrani syr holandského typu akcelerovano zvySenou
teplotou.

3.1.Popis experimenti

3.1.1. Experiment 1

Ve spolupraci s vyrobcentipodnich sy byl zaloZen zraci pokus se syrem
S nizkodohivanou syeninou (eidamsky typ) o obsahu tuku v sési® %.

Z dané Sarze bylo odebrano 258 cihel. Cihly (1,880b kg) byly po uzaeni
do cryovacového obalu uloZeny do zraciho sklepeplstou 10 + 2 °C.
Po 23 dnech (od patku vyroby) bylo 78 cihel z kazdé SarZzsemisténo
ze sklepa do lednice (5 £ 1 °C), kde probihalo idsk$&adovani (vzorky A).
Po 38 dnech zrani (od g@tku vyroby) bylo do ledniceipmistno dalSich
60 cihel z kazdé Sarze (vzorky B). Zbylast cihel z kazdé Sarze (kontrolni
vzorky; vzorky C) astala po celou dobu pokusu ve zracim sklggelkem
168 dri). OdkEry vzorka ze sklepa (a pozfd i z lednice) byly realizovany
vli,2,3,4.,7,10,13,16., 20, 23., 20., 34., 38., 43., 49., 56., 63., 70.,
84., 98., 112., 126., 140., 154. a 168. dnu othti@ vyroby (v den 1 byly
syry vyrobeny, vylisovany a ulozeny do solné Bzm den 2 byly syry
vyjmuty ze solné lazf) zabaleny do cryovacového obalu a uloZzeny do lzoaci
sklepa).

Pro chemické analyzy byly zkazdé Sarze a kazdéldimu
zrani/skladovani odebirany vzdy 2 paralelni ciBlglSi 2 paralelni cihly byly
vzdy odebirany pro texturni analyzu. V 1., 23., 83., 98., 126. a 168. den
zraciho/skladovaciho pokusu byla provedena i miktobickd analyza
pro kterou byly odebrany roea 2 paralelni cihly z kazdé Sarze a kazdého
rezimu zrani/skladovani.

Z kazdé odebrané cihly byl aseptickiigpé vykrojen 20mm sedovy pas,
ktery byl rozalen na 4 vrstvy: 7 mm od okraje (okraj, vrstva dplSich
14 mm (vrstva Il), dalSich 14 mm (vrstva lll) a Bpgtied (vrstva IV). Kazda
z téchto vrstev byla v jednotlivych odiovych dnech analyzovana. Cuab
vzorki a oznéeni vrstev je schematicky zobrazeno na Obr. 3.1.

35



~90 vrstva 11

Vzorky byly podrobeny zakladnimu mikrobialnimu romb, zakladni
chemické analyze (suSina, pH a NaCl), analyze absamych aminokyselin,
biogennich amif, proteinového profilu, texturni analyzeestni vrstvy (jeji
tvrdosti) a senzorické analyze. Vtomto experimenbyly rovnéz
z analyzovanych syirizolovany a identifikovany mikroorganizmy, kteratip
mezi producenty biogennich amin

~ 140,720

N -

stired
vrstva 1V
vrstva 111

vrstva | - okraj

~90

Obr. 3.1: Schematické znazam odk¥ru st'edového pasu a jeho radeni na 4
vrstvy Experimentu 1 (rozmy jsou uvedeny v mm)

3.1.2. Experiment 2

U stejného vyrobce jako v Experimentu 1 bylo v radaiSiho experimentu
z jedné Sarze odebrano 28 cihel (eidamska cihla,%8Quku v suSig;
1,42 + 0,17 kg), které zraly po dobu 126udpri optimalni zraci teplet
10 £ 2 °C. Odbry vzorki ze zraciho sklepa byly realizovany v 1., 4., 4., 1
42., 84. a 112. dnu od ¢@@tku vyroby (v den 1 byly syry vyrobeny,
vylisovany a uloZzeny do solné laznv den 2 byly syry vyjmuty ze solné
lazre, zabaleny a uloZeny do zraciho sklepa). Z kazdy dbyl nejprve
odkrojen 10mm plat a nasledbyly odebrany 3 platy (tlotEa 25 mm)
ozna&ené S1, S2 a S3, které byly dale mdedy na 3 vrstvy: I. vrstva 7 mm,
Il. vrstva 28 mm a Ill. vrstvu tud stired syra o rozerech fiblizné
20 x 20 mm. Nakres vzorkovani je uveden na Obr. 3o chemické
a texturni analyzy byly odebrany vzdyedwizné cihly. Cely pokus byfkikrat
zopakovan. Experiment 2 byl zvolen jakoegexperiment experimentu 3.
Zamerem bylo sledovat zejména vyvoj texturnich vlasthnosgi¢c blokem
syra.

Vzorky byly podrobeny zakladni chemické analyzar{eveni pH, obsahu
susiny a NaCl) a texturni analyze (tzv. stresytestiz dale).
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Obr. 3.2: Schematické znazaemi odkeru tAi pas: (S1, S2 a S3) a jeho rateni
na 3 vrstvy Experimentu 2 a 3 (roamjsou uvedeny v mm)

3.1.3. Experiment 3

U stejného vyrobce jako v Experimentech 1 a 2 kyjledné Sarze odebrano
112 cihel (eidamska cihla, 30 % tuku v séSit,38 + 0,12 kg) a ulozeno
do zraciho sklepa na 10 + 2 °Ctvrty den po vyrob bylo 54 cihel z dané
Sarze pesunuto do temperované komory (16 =2 °C) pro akeel zrani
(vzorky E). Zbyvajici syry zralyipteplog 10 £ 2 °C a slouzily pro srovnani
jako kontrolni vzorky (vzorky D). Odiy vzorki ze zraciho sklepa byly
realizovany v 1., 4., 7., 14., 28., 42., 56., 74, a 126. dni od patku
vyroby. Vzorkovani (roz8leni na platy, resp. vrstvy) bylo shodné
s Experimentem 2 (nakres na Obr. 3.2). Pro chemitkéurni, senzorické
i mikrobiologické analyzy byly odebrany vzdwzné 2 cihly (tedy celkem
8 cihel, pokud se vdanygas provadly vSechny analyzy). Mikrobialni
stanoveni bylo realizovano 1., 4., 14., 28., 56., & 126. den a senzoricka
analyza byla uskuteéna 42. a 126. den. Cely pokus hyktat zopakovan.

Vzorky byly obdob® jako v Experimentu 1 podrobeny zakladnimu
mikrobialnimu rozboru, zakladni chemické analyzslgze obsahu volnych
aminokyselin, biogennich amiin texturni analyze (tzv. stress testy)
a senzoricke analyze.

3.2.Mikrobiologicky rozbor

Mikrobialni jakost eidamské cihly byla v Experimeah 1 a 2 posouzena
stanovenim celkového i mezofilnich aerobnich a fakultativanaerobnich
mikroorganizni (Plate Count Agar (PCA) — kultivace 48 hodifi B0 °C)
[106], enterobakterii (Endo Agar — kultivace 24 imogii 37 °C) [107, 108]
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a bakterii mléného kvaseni (M17 Agar obohaceny o 0,5% (w/v) l&ktd
inkubace 48 hodin ip 30 °C) [109]. V Experimentu 3 bylo provedeno
stanoveni celkového pm mezofilnich aerobnich a fakultatévmnaerobnich
mikroorganizni [106], enterobakterii [107, 108], mezofilnich lalkacik
(MRS Agar, 48 hodin i 30 °C) [110], mezofilnich laktokaka streptokok
(M17 Agar s pidavkem 0,5% laktdézy, 48 hodintip30 °C). Navic bylo
provedeno v 70. dni u vzoiks akceleraci zraciho procesu stanoveriyo
aerobnich sporulujicich bakterii (PCA, 48 hodin3® °C), p&tu anaerobnich
sporulujicich bakterii (Reinforced Clostridial AG&CA), 72 hodin i 30 °C
za anaerobnich podminek) a stanoveni entefokBlanetz and Bartley Agar,
48 hodin pi 37 °C) [111].

U Experimentu 1 byly v 98. dnu zrani z Petriho rkiséhod® vybrany
a izolovany kolonie bakterii, které¢hg na pislusnych kultivénich pidach
odliSnou morfologii. Vyizolované a igisténé bakterie byly podrobeny
screeningove kultivani meto@d detekujici produkci biogennich aniin
(histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu), kieré bylo vyuzito
dekarboxylani médium (agar) podle Bover-Cid & Holzapfel [11Z&gar
obsahoval prekurzory testovanych biogennich anf@minokyseliny histidin,
tyrozin, lyzin, ornitin a arginin) v koncentraci % w/v a pH-indikéator
(bromkresolovaiervai). Izolované bakterie byly inkubovanyiB7 £ 1 °C
a zneéna pH-indikatoru byla sledovana po 24, 48 a 72 iéch. Izolaty, které
byly pomoci screeningové metody ozeay jako potencialni producenty
biogennich amil, byly identifikovany naCeské sbirce mikroorganizm
v Brn¢ (vlastni pfib¢h identifikace neniijgdnetem této prace). Nasledyla
produkce biogennich aniirdanymi izolaty hodnocena také chromatograficky.
V tomto experimentu byl rowi analyzovan provozni zakys pouzity k vy&ob
syni. Bakterie byly vyizolovany a kultivovany screenivpu metodou
detekujici produkci biogennich aniinObdobri jako u izolat ze syf byla
produkce biogennich aminhodnocena také chromatograficky. Analyza
provozniho zakysu slouzila krozliSeni produéenbiogennich amiin
pochéazejicich ze startérovych kultur a z non-stawiéech kultur (NSLAB).

3.3.Chemickéa analyza

Zakladni chemicka analyza zahrnovala stanoveni hobsasiny [113],
pH (vpichovy pH-metr, pH Spear for food testing,té&fh instruments),
a NaCl (Mohrovou metodou) [114].

3.4.Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Pred samotnou analyzou obsahu volnych aminokyselity wzorky
z jednotlivych vrstev lyofilizovany pouzitim #iaeni Chris Alpha 1-4 (Christ,
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Osterode, Mmecko) a skladovanyipteplog -80 °C. Lyofilizované vzorky
(1 g) byly extrahovany ip pokojové teplot 22 £ 2 °C pomoci litno-
citrdtového pufru po dobu 1 hodiny. Naslédnyla snés centrifugovana
(6 000g po 15 min pi 4 °C), supernatant byl slit a pelet byl reextnzdno ot
pomoci litno-citratového pufru. Po druhé extrakcylab smés znovu
centrifugovana (6 00@ po 15 min pi 4 °C) a druhy supernatant byl slit
s prvnim supernatantem. Vznikly supernatant byiofilan ges 0,45um filtr.
Kazdy vzorek zjednotlivych vrstev, paralelni eickd cihly
a zraciho/skladovaciho rezimu byl extrahovan dwak@bsah volnych
aminokyselin byl analyzovdn pomoci iongovvyménné kapalinové
chromatografie s postkolonovou ninhydrinovou deirzi a fotometrickou
detekci (AAA 400, Ingos, Prah&R). Stanovovany byly aminokyseliny
kyselina asparagova, treonin, serin, asparagirelikgs glutamova, glutamin,
prolin, glycin, alanin, valin, metionin, cysteinzoleucin, leucin, tyrozin,
fenylalanin, lyzin, histidin, arginin, ornitin, ctilin a kyselinay-aminomaselna
[115].

3.5.Stanoveni obsahu biogennich amihn

Pred samotnou analyzou obsahu biogennich @amioyly vzorky
z jednotlivych vrstev lyofilizovany pouzitim #iaeni Chris Alpha 1-4 (Christ,
Osterode, Ne#tko) a skladovanyip teplo€ -80 °C. Lyofilizované vzorky
byly eluovany po dobu 1 hodiny pomoci sodno-citvétem pufru (pH 2,2).
Nasledr byla snés centrifugovana (6 009 po 15 min pi 4 °C), supernatant
byl slit a pelet byl reextrahovan &ppomoci sodno-citratového pufru.
Po druhé extrakci byla s znovu centrifugovana (6 009 po 15 min
pii 4 °C) a druhy supernatant byl slit s prvnim saopéntem. Vznikly
supernatant byl filtrovan ips 0,45um filtr. Kazdy vzorek z jednotlivych
vrstev, paralelni eidamské cihly a zraciho/skladéwarezimu byl extrahovan
dvakrat. Naslednbyly vzorky filtrovany ges 0,45um filtr. Obsah biogennich
amini (histamin, tyramin, putrescin a kadaverin) byl & analyzovan
pomoci ionto¢ vyménné kapalinové chromatografie s postkolonovou
ninhydrinovou derivatizaci a fotometrickou detek&AA 400, Ingos, Praha,
CR). Postup analyzy vzoiksyri je popsan v publikaci Bikova et al. [87].
Analyza bujonu po inkubaci testovanych mikroorgamize popsana v praci
[115].

3.6.SDS-PAGE analyza

SDS-PAGE analyza byla pouzita pouze u experimentWzbrky byly
pripraveny dle metody popsané v [116]. Ke vzorku bgtidan
2-merkaptoethanol, SDS a vzorkovy pufr a vzorkyybid minut povéeny

39



(termoblok Bio TDB-100, Biosan, Riga, Litva). Pokyglamidovy gel (15%)
a systém pufr byl pripraven podle [117] s pouzitim vertikalni elektnaftcké
aparatury (Bio-Rad, PowerPac Universal, USA; Protdaxi Cell, USA).
Pro ufeni molekulové hmotnosti separovanych prateibyl vyuzit
molekulovy hmotnostni standard Protein Test MixtbréServa, Heidelberg,
Némecko) s proteiny o definovanych molekulovych hmstech 29,0; 21,0;
125 a 6,5 kDa. Snimky del byly analyzovany pomoci programu
UltraQuantTM 6.0 (Ultra-Lum. Inc., Claremont, USA).

3.7.Analyza texturnich vlastnosti

Pro texturni analyzu byl pouZzit analyzator textdrs.XT Plus (Stable
Micro Systems, Velka Britanie) vybaveny 30 kgétini celou. Vzorky
(zabalené v plastové félii jako prevence ztratykebti) byly geed néienim
3 hodiny temperovany na 20 °C v temgeiakomde. V Experimentu 1 byl
pouZzit kompresni test. Zefstlu vytemperovaného platu byl vykrojen valcovy
vzorek o piméru 40 mm a vysSce 20 mm, vlozen mezi desky analyzato
textury (pamér 100 mm) a stk&en o 20 % (vztazeno kipodni vysSky vzorku;
rychlost desky 1 m@?). Hodnota tvrdosti (N) byla zisk&na jako maximalni
sila nandtena Ehem kompresniho testu [118].

V Experimentech 2 a 3 byly pro detai$i texturni analyzu kazdého
testovaného platu provedeny tzv. stress testy Zifiou sférické sondy
o praméru 5 mm (P5S). Stress testy byly aplikovany na emlkl3 mist
v ramci jednoho testovaného platu (schematicky amémo na Obr. 4).
Pri stress testu byl vzorek stkn vySe popsanou sondou rychlosti 1Em
do hloubky 5 mm (zah§jenidgfeni @i sile odpovidajici 5 g), nasledovala 30s
vydrz a uvoléni sondy (rychlost sondy 1 nigl). Grafické znazommi
zavislosti sily Fnacase t odpovida tzv. zZgové Kivce, jejiz fiklad je na
Obr. 3.3. Ze z&vové Kivky byla ode€tena maximalni sila & (N), ktera
je povazovana za ukazatel tvrdosti [119, 120].

Data ze stress testu je mozné podrobit dalSi amalke které se vSak
pouzila pouzeiast z&tzove Kivky pocinaje maximalni silou (f) a korte
okamzikem zahdjeni vytahovani sondy ze vzorku (tecly 30 s analyzy)
— viz Obr. 3.4 a 3.5,cast A. Ze stress testu lze r@¥¢n usuzovat
na viskoelastické vlastnosti analyzovanych vapekto zgisobem podle Peleg
[123, 124]. Hodnoty sil Fv ¢ase t se nejprve normalizuji (Obr. 3¢Ast A)
podle vztahu (1):

Y=—o— (1)
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Obr. 3.3: Schematické znazami 13 mist, kde byl proveden stress test

o-H : : : |
Lo 20 40

Doba méireni t (s)

Obr. 3.4: Typicka zé&tzova Kivka zavislosti sily Fna case t ziskana
ze stress testu
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Normalizovana zé&¥ova Kivka (Obr. 3.5, ¢ast B) se dale ipvede
do linearizované podoby podle vztahu (2). V pré&asti vztahu (2) je regresni
kiivka, jejiz parametry ka k se odhadnou metodou nelineérni regresni
analyzy (Marquardt-Levenburgova metoda). Pro ¥fpbyl vyuZit statisticky
software Unistat 5.5.

t
y, ek @

Hodnocen je fedevSim parametr .k ktery indikuje rozsah relaxace
materialu. Hodnoty k=1 odpovidaji ideath visk6znimu materialu,
pii zvysujicim se knarista podil elastické slozky [121].

A B C
4 g 601" ‘ ‘ 3 601
3 L|_é

= 401 ] 40t Y=k x +k,
24 j LI.‘ >

g =

w201 ] 201
Y i

Ny

<
=]
(=]

0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

Doba méieni t (s)

Obr. 3.5: Grafické znazorni transformaci provaghych v ramci Pelegova modelu:
A — cast zatzové Kivky pouzitd pro vyptet Pelegova modelu;
B — normalizace hodnot fa Y (pomoci F.y); C — proloZeni linearizovanych
hodnot t/Yregresni pimkou

3.8.Senzoricka analyza

Senzorickd analyza byla provedena pomoci stupnaovymetod
a pdadového testu. Vifpac hodnoceni s pouzitim stupnic byly vyuzity
sedmibodové ordinalni stupnice s charakteristikaadého stuph Orientace
hedonickych Skal byla volena tak, ze 1. stupeyl vyhrazen urovni
vynikajici* a 7. stupé urovni ,negijatelny”. V pripad intenzitnich stupnic
odpovidal 1. stupeminimalni intenzié a 7. stupg maximalni hladia. Takto
bylo v pripad Experimentu 1 posuzovano 5 senzorickych #anakzhled
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a barva, konzistence, dha vin¢, tuhost a cizi pachuti. V Experimentu 3 byla
sledovana chiia viné spolu s intenzitou pachuti.

Senzorického hodnoceni setadtnili studenti a za#stnanci Ustavu
biochemie a analyzy potravin a Ustavu technologigikrobiologie potravin
(vybrani posuzovatelé podiéSN ISO 8586-1 [125]). Hodnoceni probihalo
v senzorické laborato vybavené kojemi, vzorky ozdané kody byly
podavany f teplok 22 + 2 °C [126].

3.9.Statistické vyhodnoceni vysledk

Vysledky chemickych, mikrobiologickych, texturnich senzorickych
analyz byly statisticky vyhodnoceny pouzitim Krui&allisova
a Wilcoxonova testu. Vyuzita byla ro¥nhvicerozngrna parametricka analyza
rozptylu (ANOVA) a vypd@et Pearsonovych koreglaich koeficient.
Vysledky proteinového profilu byly podrobeny shlwocanalyze. K vypg&am
byl vyuzivan statisticky software Unistat 5.5.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Vysledky a diskuze experimentu 1

Vramci tohoto pokusu byla sledovana distribuce rapgch slozek
v zavislosti na teplotnim rezimu skladovani dtgiech vrstvach gedového
platu eidamské cihly. V jpb¢hu experimentu byl také pozorovan vyvoj
tvrdosti pomoci kompresniho testu.

4.1.1. Mikrobialni analyza

Vysledky p@tu aerobnich mezofilnich a fakultatt&vymnaerobnich bakterii
(TC) a bakterii mléného kvaseni (LAB) v jednotlivych vrstvachiinmdnich
symi v praibé¢hu 168denniho sledovani jsou uvedeny v Tab. 1.,\23..a 38.
dnu analyzy byly p&ty TC i LAB u syfi zrajicich pi 10 °C nejvysSi
ani u jednoho analyzovaného rezimu zrani/skladosi@nifikantni (P> 0,05).
Po 63, 126 a 168 dnech zrani se situacéndena pdty TC i LAB byly
v 1. vrstw signifikantré vysSi ve srovnani s V. vrstvou (P <0,05), a to
u vSech 3 testovanych reirarani/skladovani. Komprdet al. [66, 67] doSli
ve svych experimentech k obdobnému é&zavo rozdilnosti vyvoje ptiu
mikroorganizni v jednotlivych vrstvach, ktery vystiuji  odliSnymi
podminkami pro st a ptibéh metabolizmu mikroorganizimv jednotlivych
castech syir. Novella-Rodrigueset al. [71] a Komprdaet al. [67] za tyto
podminky povaZuji fedevSim mikroenviromentalni podminky, obsah O
a vodni aktivitu.

Do 38. dne (vetrg) nebyly zaznamenany signifikantni rozdily wpo
sledovanych mikroorganizim(TC a LAB) mezi odpovidajicimi si vrstvami
vzorki A a kontrolnimi vzorky. Od 63. dne byly gty TC a LAB
v jednotlivych vrstvach vzorkk A signifikantre nizsi (P < 0,05) ve srovnani
s odpovidajicimi si vrstvami produkiB i kontrolnimi vzorky. Na druhou
stranu v 63. dnu nebyly jeStshledany signifikantni rozdily #0,05)
v paétech TC a LAB mezi vzorky B a kontrolnimi vzorky fislusnych
vrstvach). Od 126. dne analyzy byly ¢ TC i LAB v odpovidajicich
pocty byly zjiSttny u produkd A. Tyto rozdily byly na zaklad statistické
analyzy u ¥tsSiny vrstev klasifikovany jako signifikantni (POs05).
Na rychleji snizujici se oy TC a LAB v disledku nizSich teplot
zrani/skladovani upoziuji ve své studii Al-Otaibi & Wilbey [26].
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Tab. 1. Pa‘et mezofilnich aerobnich a fakultatévranaerobnich bakterii (TC)
a bakterii mléného kvaSeni (LAB) ve vrstvachestového platu eidamské cihly

v pribéhu experimentu 1 (log cfu'gn = 24; median +SD)

Den analyzy Rezim Vrstva TC LAB
zrani/skladovani (log cfu g*) (log cfu g*)
1 Kontrola | 6,26 + 0,35A 592 +0,37 A
I 595+ 0,5°A 5,35+ 0,50 A
M 5,86 + 0,36° A 5,48 + 0,38 A
\Y; 5,85 + 0,45 A 5,28 + 0,47 A
23 Kontrola I 8,17 +0,48B 761+044B
I 7,88+0,49 B 7,50 + 0,50 B
1 7,59+0,34B 7,31+0,34B
\V; 7,87+0,4FB 7,11+0,38B
38 Kontrola I 8,06 +0,34B 7,40+0,34B
I 8,19+0,27 B 7,28+0,27B
1 7,87+0,34B 7,24 +0,35 B
\V; 7,92+0,29 B 7,17 +0,29 B
A | 7,84 +0,28 A 7,29 +0,25 A
I 7,54 + 0,26 A 7,02+0,24 A
M 7,48 + 0,20° 7,08 +0,2F
\Y; 7,43 +0,4F A 6,91+ 0,47 A
63 Kontrola [ 7,28 +0,49C 6,83+0,25C
I 7,10+0,28 C 6,43 + 0,32 C
\Y; 6,46 + 0,40 C 6,24 + 0,39 C
A | 6,50 + 0,42 B 6,02 + 0,40 B
I 581 +0,37"B 5,47 + 0,35 B
\V; 5,64 + 0,29 B 532+0,30'B
B | 721+0,25 A 6,54 + 0,22 A
I 6,87 + 0,50* A 6,39 + 0,28 A
\V; 6,19+0,3°A 6,12 + 0,3C A
126 Kontrola I 7,16 + 0,33C 6,79+ 0,25 C
I 7,14 +0,23 C 6,36 + 0,36 C
\Y 6,53+0,31°C 6,27 +0,3F C
A | 6,42 +0,28 B 5,89 +0,25 B
I 579+0,25 B 537+0,23B
\Y; 5,10+0,327C 5,10+0,32B
B | 7,06+ 0,34 A 6,41+ 0,22 A
I 6,51+ 0,21° A 5,81 +0,3 A
\V; 6,30 +0,3° A 5,66 +0,21°B
168 Kontrola | 6,89 + 0,32C 6,42 +0,32D
\Y; 6,39 +0,28 C 6,03+ 0,24 D
A | 577+0,18 C 5,65+ 0,26 C
\Y; 527 +0,42C 5,15+0,23B
B | 6,61+0,258B 6,12+0,33B
\V; 570+0,30 B 5,46 + 0,37 B

Mediany ve sloupci (rozdily mezi vrstvami a zradskiadovacimi podminkami) s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky odliSuji (P < 0,5)pdmoty v jednotlivych dnech byly
vyhodnoceny odélené. Mediany ve sloupci (rozdily hodnot v zavislostigase) s rozdilnymi
velkymi pismeny se statisticky odlisuji (P < 0,0 gdnotlivé vrstvy i rezimy zrani/skladovani
byly hodnoceny samostatn
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V1. dnu analyzy byly peiy TC i LAB v odpovidajicich si vrstvach
signifikantre nizsi (P < 0,05) ve srovnani s 23. dnem, coz {m&ilit velmi
kratkou dobou mezi inokulaci hlavniho podilu starégch kultur a odé&rem
vylisovanych blok (cca 3-4 hodiny), za kterou se nésya startérove,
pop. non-startérové, kultury pomnozit do svych maxmiéh p@ta. Paty
TC a LAB zjiS€né po 23. a 38. dnech zrani/skladovani byly sikgaunfire
vySSi (P <0,05) ve srovnani s¢po stanovenymi po 126 a 168 dnech
zrani/skladovani (srovnany byly odpovidajici si twys a rezimy
zrani/skladovani). Obdobny trend, tedy kontinudlokles péta TC i LAB
v pribéhu  zraciho pokusu, publikovali i Fenelon et al. ][33
Al-Otaibi & Wilbey [26], Bergaminiet al.[103], Komprdaet al.[66].

Koliformni bakterie ani aerobni a anaerobni spgitilumikroorganizmy
nebyly v pfibéhu celého experimentu detekovany ani u jednohonmezi
zrani/skladovani.

Izolace mikroorganiziin z pfirodnich syii (za &elem zjiSéni produkce
vybranych biogennich amin — histaminu, tyraminu, putrescinu anebo
kadaverinu) byla prov&ta pouze po 98. dnu zrani/skladovani. Celkem bylo
vyuzitim De Man-Rogosa-Sharpe media vyizolovano mi&roorganiznd,
jejich dekarboxylani aktivita byla screeningévtestovana pomoci kultivai
metody dle Bover-Cid & Holzapfel [112]. Kulti¢gai metoda ozndla
11 izolafi (zmena barvy pH-indikatoru) jako potenciélprodukujici tyramin,
putrescin a nebo kadaverinifiggmz z 1. vrstvy pochazely 4 kmeny
a z IV. vrstvy 7 kmed. Ve spolupraci €eskou sbirkou mikroorganizm
v Brné¢ byly kmeny identifikovany jakoLactobacillus curvatussubsp.
curvatus (3 kmeny), Lactobacillus plantarum(1 kmen),Lactococcus lactis
subsp.lactis (1 kmen) alLactobacillus caséparacasei(6 kmeri) (Tab. 2).
Kromé vySeteni girodnich syii byl stejné analyze podroben i provozni
zakys, ktery byl pouzit k inokulaci mlékaipryrob¢ testovanych firodnich
syni. Z provozniho zéakysu bylo celkem vyizolovano 15kmmorganizni,

z nichz kultiv&ni metoda dle Bover-Cid & Holzapfel [112] ozila 3 kmeny
jako potenciala produkujici biogenni aminy.iTizolaty (BS-2, BS-3, BS-6)
byly identifikovany jako zastupci druhliactococcus lactissubsp.lactis
(Tab. 2).

Tvorba biogennich aminvyizolovanymi a identifikovanymi bakteriemi,
které screeningovd metoda oéite jako potencialé produkujici rktery
z testovanych biogennich anin (histamin, tyramin, putrescin anebo
kadaverin), byla kvantifikovana pomoci chromatomgia#ho stanoveni obsahu
téchto sekundarnich metabdliv dekarboxylanim médiu. Obsah biogennich
amini byl zhodnocen a rozten do 4 skupin: (i) produkce biogenniho aminu
nebyla zjistna; (i) slaba produkce (< 10 iffig); (iii) stiedni produkce
(10 — 100 m@"h); a (iv) siln& produkce (> 100 ri) biogennich amii
Vysledky jsou uvedeny v Tab. 2.
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U zadného zetit kmeni L. lactis (BS-2, BS-3, BS-6) vyizolovanych
z provozniho zakysu nebyla chromatografickou metodpS€na produkce
sledovanych  biogennich aniin (histaminu, tyraminu, putrescinu
ani kadaverinu). U jednoho izolatu z |I. vrstvy itdékovaného jako
Lb. casefparacasei (LI-5) nebyla chromatografickou metodou zjish
produkce Zadného z testovanych biogennich @&nidva kmenyLb. curvatus
(LI-2, LI-3) ziskané z I. vrstvy testovanychifodnich sy vykazovaly silnou
az velmi silnou produkci tyraminu a putrescinti¢gemz jeden zéchto kmerd
(LI-3) slaké produkoval i kadaverin. K produkci tyraminu v L.rste
pravéépodobré prispival i Lb. plantarum (LI-7) sttedrg silnou produkci
tohoto sekundarniho metabolitu.

Tab.2: Produkce biogennich amin (tyramin, putrescin a kadaverin)
izolovanymi a identifikovanymi mikroorganizmy.

Zdroj Cislo Druh? Produkce biogennich amir
izolatu kmenu
Tyramin Putrescin Kadaverin
Provozni BS-2 Lc. lactissubsplactis ND ND ND
zakys

BS-3 Lc. lactissubsplactis ND ND ND
BS-6 Lc. lactissubsplactis ND ND ND

l. vrstva syra  LI-2 Lb. curvatus +++ ++ +
LI-3 Lb. curvatus +++ +++ ND
LI-5 Lb. casefparacasei ND ND ND
LI-7 Lb. plantarum ++ ND ND

IV. vrstvasyra LIV-1 Lb. caseiparacasei ND ND ND
LIV-3 Lb. casefparacasei ND ND ND
LIV-9 Lc. lactissubsplactis ND ND ND
LIV-11 Lb. caseiparacasei ++ ND +
LIV-13 Lb. caseiparacasei ++ ND +
LIV-15 Lb. curvatus +++ +++ ND
LIV-18 Lb. caseiparacasei ND ND ND

&Lactobacillus-Lb., Lactococcus — Lc

P Rozmezi koncentraci: biogenni aminy nedetekovaiy)(< 10 mdO* (+); 10 - 100 mg*
(++); > 100 m@l™ (+++); n = 12; v8echny kmeny byly negativni nadurkci histaminu.

Ve IV. vrste bylo 5 izoldt (LIV-1, LIV-3, LIV-11, LIV-13, LIV-18)
identifikovano jakoLb. casefparacasej pricemz u fi z nich (LIV-1, LIV-3,
LIV-18) nebyla chromatografickou metodou zjisa produkce testovanych
sekundarnich metabalit Na druhou stranu zbyvajici 2 izolaty (LIV-11,
LIV-13) produkovaly gtedrg silné tyramin a slab i kadaverin. Ve vySe
zmirgné vrst¢ byl identifikovan i jeden kmehb. curvatus(LIV-15) s velmi
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silnou produkci tyraminu a putrescinu. Posledni knielV-9) izolovany
ze IV. vrstvy, ozné&ny kultiva&éni metodou jako potencian pozitivni

na produkci biogennich aniinbyl identifikovan jakoL. lactis subsp.lactis,

ktery pravépodobré pochazel z provozniho zakysu. U poskefinenovaného
izolatu (LIV-9) vSak produkce biogennich arfinnebyla pomoci
chromatografické metody detekovana.

Z mikrobiologické analyzy frodnich syii a provozniho zakysu
a zakladniho screeningu izolovanych bakterii bydenpci kultiva&ni metody
oznaeno 14 bakterii jako potencialnicliyedai biogennich amiin DalSimi
testy bylo prokazano, ze kultistai test byl v 8 fipadech fale&hpozitivni.
Nebezpei faleSt pozitivnich u&eni produkce biogennich aniin
jiz publikovali nag. Actis et al [128] a Bunkovaet al. [115]. Buikovaet al.
[115] toto vys¥tluje tim, ze kultivované bakterie mohou produkoiétky
s alkalickou reakci (jiné nez biogenni amingijnz se rusSi &inky testu, ktery
je zaloZen na barevné #n¢ pH indikatoru.

Jako producenti biogennich amirbyli v okrajové vrsté¢ identifikovani
Lb. curvatusjako dominantni fwodce a dald_b. plantarum Ve stedu syra
byli jako piavodci biogennich aminozna&eni Lb. curvatus(silny producent)
a Lb. casei/paracasei Podle Wouterset al. [129] pati vSechny vySe
jmenované druhy k obvyklym zastuma, ktegi byvaji izolovani z pirodnich
syni. Sem pravé&podobré pirechazeji z mliéka anebo z presti. Burdychova
& Komprda [130] v souladu s touto praci r@¥n vyizolovali kmen
Lb. curvatusz prirodnich syi holandského typu a ozih jej za jednoho
z pavodai biogennich amiin Krome laktobaciti byvaji jako producenti
biogennich amit v prirodnich syrech rowz identifikovani zastupci rad
Lactococcusa Enterococcu$120, 130].

Podle Areneet al.[131] pati nékteré kmenyLb. plantarumk producenim
tyraminu, coz je v souladu s naSimi vysledky. Arenal.[132] dale dodavaji,
Ze ukité kmenyLb. plantarumjsou schopny produkovat i putrescin. V nasi
studii vS8ak produkce putrescinu u vySe jmenovaniotétu detekovana
nebyla. Kmeny Lb. curvatus jsou v literatie rovréZz popisovany jako
producenti tyraminu a putrescinu [133, 134], coiekponduje s vysledky této
studie. KmenyLb. curvatus (izolované a identifikované v této studii) byly
detekovany jako vyhradni producenti putrescinu ed@vanych firodnich
syni. Jeden kmeib. curvatusizolovany v ramci této prace produkoval take
kadaverin, coz podle dostupné literatury neni oberykpopisovano.
Lb. curvatus se jako spontanni mikrofléra vyskytuje nejen vdnigh
vyrobcich, ale také ve fermentovanych masnych \giaily kde rovaz
vykazuje silnou dekarboxytai aktivitu [135, 136]. U dvou z Sesti
vyizolovanych a identifikovanych kmén Lb. casei/paracasei(LIV-11,
LIV-13) byla detekovana dekarboxyla aktivita vedouci k produkci
tyraminu a kadaverinu. Kmeny.b. casei a Lb. paracaseijsou sice
dle Wouterset al. [129] a Oneret al. [137] ¢astymi zastupci NSLAB
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v piirodnich syrech, na druhou stranu podle Landsteal. [138] nepaiti
k obvyklym produceritm biogennich amiin

Rada publikaci (nap Komprdaet al, [66, 67] Burdychova & Komprda
[130] popisuje histamin jako biogenni amin, jehogZidence je v frodnich
syrech vysokd. &em této studie vSak histamin detekovan nebyl,
a to ani v pirodnich syrech ani u vyizolovanych bakterii.

4.1.2. Zakladni chemicka analyza

V prvni den analyzy ($gnina bezprogedre po vylisovani ped uloZenim
do solné laz#&) nebyly zjiSény vyrazné rozdily (B 0,05) v ptimérném
obsahu NaCl ve vSech analyzovanych vrstvach. HgddaCl se pohybovaly
v rozmezi 0,04-0,06 % (w/w). Obsah suSiny se urstvy (okraj platu)
pohyboval na udrovni 52,09 + 0,46 % (w/w) a byl gidgantné vysSi
(P <0,05) ve srovnani s ostatninierhi vrstvami s pimérnym obsahem
susiny v rozmezi 50,46-51,16 % (w/w).

Druhy den analyzy (po vyjmuti B3niny ze solné lazna jejim okapani)
obsah susSiny a NaCl vzrostl u prvni vrstvy (okrkty) na 54,72 + 0,48 %
(w/w), respektive na 3,83 £ 0,11 % (w/w). Obsahgisy a NaCl v I. vrst&
byly signifikantré vysSi (P < 0,01) ve srovnani s ostatnimi vrstvasaiopak
pramérny obsah suSiny u lll. a IV. vrstvy {etl platu) se snizil a pohyboval
se v intervalu 48,64-48,72 % (w/w). Ke zvySeni lantcace NaCl v okrajove
vrstvé dochézi v dsledku difazg-osmotickych procds probihajicich
pii soleni syd vsolné lazni [8, 23]. Vyvoj obsahu susSiny a NaCl
ve 4 analyzovanych vrstvach eidamské cihly dbphu prvnich 50 di zrani
pii 10 °C zobrazuje Obr. 4.1 (po 50. dnu jiz &y nebyly signifikantni
—viz dale).

Obr. 4.1, ¢dst A znazatuje vyrovnavani obsahu suSiny u I, Il
a IV. vrstvy v pfibéhu prvnich 30 din (P=0,05) a po nasledujici obdobi
(az do 168. dne) obsah suSiny osciloval mezi 51%5@v/w). Naopak u I.
vrstvy Zistal obsah suSiny signifikarénvyssi (P <0,01) po celou dobu
sledovani (168 di) ve srovnani s ostatnimi vrstvami, a to bez ohledu
na podminky zrani/skladovani. Rozdil mezi okrajovaivou a zbytkem syra
¢inil pfiblizné 2 % (w/w). Uspokojivé vysitleni tohoto jevu nebylo
v dostupné literaite nalezeno. Pra¥dodobr se niiZze jednat o dsledky
povrchovych interakci mezi okrajem syra a cryovgoowbalem [8].

Jak je patrné z Obr. 4.tast B, obsah NaCl se ve vSech 4 analyzovanych
vrstvach postuphvyrovnal a od 30. dne zrani se obsahy NaCl vevacét
I-IV  signifikantr¢ (P> 0,05) neliSily. Pimémé hodnoty NacCl
se v jednotlivych vrstvach (I-1V) az do ukmmi zraciho pokusu (168. den)
pohybovaly v intervalu 1,70-1,80 % (w/w)aEhé podminky zrani/skladovani
nently podstatny vliv (P> 0,05) na obsah suSiny a NaCl v jednotlivych
vrstvach.
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Obsah susiny (% w/w
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Obsah NaCl (% w/w

Doba zrani (dny)

Obr. 4.1: Vyvoj obsahu suSiny'dst A) a difuze NaClcést B) ve vzorku ulozeném
ve zracim sklep pAi 10£2 °C: I. vrstva a); Il. vrstva (); lll. vrstva (e)
a lV. vrstva ¢)

Hodnoty pH nebyly v experimentu 1ékeny po jednotlivych vrstvach.
Méeiici sonda byla vioZzena do Sesti mist veaeddvém pasu cihly
reprezentujicim vSechny vrstvyidniho syra. V prvni den analyzy bylo pH
5,42 + 0,03, které se v nasledujicich dvou dnegnmifgtantré (P < 0,05)
snizilo az na hodnotu 5,26 + 0,04. Od 4. dne salgehodnoty pH znovu
zvySovat a od 43. dne analyzy az do wem experimentu se jiz pohybovaly
vintervalu pH 5,65-5,80, a to bez ohledu na rezrni/skladovani
(P=0,05). Vyvoj pH odpovidal dznym biochemickym procém
probihajicim v polotvrdych syrech eidamského ty®u2[3]. Prvotni snizovani
pH Ize vys¥tlit dokontenim mikrobiologického rozkladu laktézyquevsim
za vzniku kyseliny miéné, ktera byla v nasledujicich dnech dale
metabolizovana, ndjklad za vzniku acetatu, GO diacetylu a jinych
slowtenin [21, 23, 62].
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4.1.3. Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Vyvoj celkového obsahu analyzovanych volnych amysekn
v jednotlivych vrstvach u vSech vzdrkveetre kontrolnich, v piibéhu 168
dna zrani je prezentovan na Obr. 4.2. Z vyslewiplynulo, Ze celkovy obsah
volnych aminokyselin v Il. a Ill. vrstvse u kontrolnich vzotkod 20. dne
prakticky nelisil (P= 0,05) a tento stav byl nasledujici 4 édivé dny znovu
potvrzovan (23., 27., 34. a 38. den). Od 27. drie syrovnani Il. a lll. vrstvy
pozorovano i u vzork A. Od 98. dne analyz bylo mozné pozorovat
vyrovnavani celkového obsahu volnych aminokysekre 0,05) také mezi
Il. vrstvou (vzniklou od 43. dne spojenim Il. a. Mrstvy) a IV. vrstvou, a to
jak u kontrolnich vzork, tak také u vzork A a B (data nejsou prezentovana).
Jiz od 2. dne analyz (az do konce experimentu —di&f byl u kontrolnich
vzorki ve IV. vrstw detekovan signifikanth vyssi celkovy obsah volnych
aminokyselin (P < 0,01) ve srovnani s I. vrstvoentd rozdil (P <0,01) byl
zaznamenan také u vzdrkA a B od 27. resp. 43. dne analyz (ré&n
az do konce experimentu ve 168. dnu; data nejsemeptovana). U vSech
rezimi zrani/skladovani platilo, ze s datajici dobou zrani/skladovani se
celkovy obsah volnych aminokyselin v jednotlivychrstwvach zvySoval
(P <0,01).

Narist obsahu volnych aminokyselin vipghu zracich proceéspopisuji
ve svych studiich Fenelagt al. [33], Pinhoet al. [69], Gorostizaet al.[139],
Bergamini et al. [103] nebo Topcuet al [118]. Tyto zm&ny souvisi
srozsahlym extra- i intracelularnim proteolytickyaparatem (enzymy)
startérovych a non-startérovych LAB [8, 21, 23, ®&2]. Nekteré volné
aminokyseliny vSak mohou vznikat itipsekundarnich biochemickych
procesech, ndpkyselina glutamova a-ketoglutaratuwinnosti mikrobialnich
aminotransferaz [21, 23, 60, 62]. Rozdily v intéhproteolytickych proces
pravéEpodobré souvisi stiznymi mikroenviromentalnimi  podminkami
v jednotlivych vrstvach¢imz dochazi k ovlivéni metabolizmu LAB [66, 67,
71].

Ze srovnani vyvoje celkového obsahu volnych amiseky u jednotlivych
rezimi zrani/skladovani vyplynulo, Ze v odpovidajicich \sistvach byl
signifikantre nejvysSi obsah (P <0,01) detekovan u kontrolnicbrki,
je vySe zminny vyvoj prezentovan na Obr. 4ZAst B (pro ostatni vrstvy data
nejsou prezentovana). PomalejSi usér obsahu volnych aminokyselin
v disledku nizSich teplot zrani/skladovani a tim pojdaleisinnosti
mikroorganizni popisuji i Al-Otaibi & Wilbey [26].

Celkovy obsah volnych aminokyselin byl vypen jako sotet
22 testovanych aminokyselin a jejich deriyatjejichz koncentrace
v jednotlivych  vrstvach u vzotk A, B a kontrolnich vzonk
je pro 49. a 168. den prezentovana v Tab. 3. Zdkadobsahu byl
nejvyznamgjsi volnou aminokyselinou leucin, a to wip&hu celého
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168denniho experimentu. Tuto volnou aminokyselenmpzné podle Fenelon
et al. [33], Pinho et al [69] a Gorostizaet al. [139] povaZovat

za indikatorovou a reprezentativni volnou aminokgse Proto je vyvoj

obsahu leucinu ve IV. wvrsitv u vyrobki uchovavanych v rezimu
A, B a kontrolnich vzorcich zobrazen na Obr. 444t C.

N

Celkovy obsah FAA (gkg-)

0.0- ¢ —t

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Doba zrani (dny)

Obr. 4.2: Obsah volnych aminokyselin £g%) v jednotlivych vrstvach eidamské
cihly v zavislosti na dabzrani (dny): A — celkovy obsah volnych aminokgsel
behem zrani ve skleppi 10 £ 2 °C (kontrolni vzorky);l — vrstva I;
A — vrstva Il; & — vrstva lll; O — vrstva IV. B — celkovy obsah volnych
aminokyselin ve vrsévlV; ® — vzorky A;V — vzorky B;® — kontrolni vzorky.
C — obsah volného leucinu ve vistv; ® — vzorky A}V — vzorky B;® — kontrolni
vzorky. Obsah volnych aminokyselin byl vy@d jako pfimér; chybové Useky
reprezentuji se@rodatnou odchylku pimeérné hodnoty. (n = 16).
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NejvysSi obsahy volného leucinu byly v jednotlivényd analyz
zaznamenavany u kontrolnich vzorke V. vrsté (Obr. 4.2, ¢ast C;

P < 0,01), naopak nejnizsi koncentrace byly detékgw I. vrsté u vzorka A
(data nejsou prezentovana; P < 0,01). Vyvoj obsabidiny ostatnich
aminokyselin a &terych jejich derivét (treonin, serin, kyselina asparagova,
asparagin, kyselina glutamova, glutamin, prolinycgl, alanin, valin,
metionin, cystein, izoleucin, fenylalanin, lyzinjstidin, y-aminomaselna
kyselina) n&¢l obdobny trend a pozitignkoreloval s vyvojem obsahu leucinu,
coz vyplyva z vysokych korataich koeficieni (P < 0,001) pohybujicich
se vintervalu 0,8454-0,9929. Vyjimku #lg aminokyseliny: arginin
(korelani koeficient 0,0156; P> 0,05), ornitin a citrulin (korelani
koeficienty 0,8313, respektive 0,5561; P < 0,01)&ke tyrozin (koreleni
koeficient 0,2379; B 0,05).

Arginin a jeho katabolizmus ma pémeé dalezité postaveni mezi ostatnimi
volnymi aminokyselinami. Podle Christensetnal. [60] vyuzivaji LAB volny
arginin nejen k syntéze svych protieia peptid (jako ostatni aminokyseliny),
ale také k ziskavani energie. Dochazi zde ke kanwasiného argininu
za vzniku amoniaku, ornitinu (s meziproduktem +utimem), CQ a adenosin
trifosfatu. Obsah argininu v nasi studii byl poozedobu experimentu velmi
maly (< 0,03 &g'), a to bez ohledu na reZim zrani/skladovani.
Pravdpodobrg dochazelo k tomu, Ze uvaimy arginin byl prakticky ihned
pouzit k syntéze novych protéimebo k produkci energie. ®h posleds
zmintné moznosti podporuje i Netajici obsah ornitinu a citrulinu vigehu
zrani. Na nizké obsahy volného argininu #gghu 180denniho zrani
poukazuje také Fenelat al [33].

Rovrez tyrozin pati k volnym aminokyselinam, které jsou v ramci
sekundarnich biochemickych progtesponerné rychle metabolizovany
za vzniku fady senzoricky aktivnich latek [60, 62]. Tyrozin jevréz
prekurzorem pro vznik biogenniho aminu tyraminlhoje vysoké obsahy
(cca = 100 mdRg') se v pirodnich syrech mohou vyskytovat a ohrozit
tak jejich bezpénost pro konzumenta [21, 23, 115].

Vyskyt y-aminomaselné kyseliny ipodnich syrech byl publikovéafadou
autoti (nag. Christenseret al [60]; McSweeney & Sousa [21]; Snet al.
[62]. Jeji vznik je spojovanipdevsSim s dekarboxylaci kyseliny glutamové.
Zoon & Allersma [140] jeji fitomnost dokonce spojuje se vznikem ok v syru.
Podle této publikace existuje pozitivni korelace zmerodukci CQ
ay-aminomaselnou kyselinou agtem a velikosti ok.
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Tab. 3: Obsah volnych aminokyselin &g") v jednotlivych vrstvach eidamské cihly skladovaaé3 odlisnych teplotnich
rezimi — vysledky ziskané ze 49. a 168. dne (n = Lgngr+ SD)

Den Aminokyselina Zraci/skladovaci podminky
Kontrolni vzorek vzorek A vzorek B
|. vrstva Il. vrstva V. vrstva l. vrstva Il. vrstv a V. vrstva |. vrstva Il. vrstva V. vrstva

49  Kyselina 0,10+ 0,0°’)K 0,11 +0,0°’°K 0,13 +0,0PK 0,07 +0,02°L 0,07 +0,0’L 0,10 +0,0°L 0,10 +0,0PK 0,10 + 0,0PK 0,11 + 0,07%L
asparagova
Threonin 0,35+ 0,02K 0,38 +0,05°K 0,42 +0,0°K 0,22 +0,02L 0,24 +0,0’L 0,30 +0,0°L 0,30 +0,02M 0,30 +0,05°K 0,34 + 0,05'L
Serin 0,12 +0,00'/K 0,15 +0,0°K 0,15+0,0°K 0,10 + 0,02°L 0,10 +0,0°L 0,12+0,0°L 0,11 +0,0°KL 0,13 +0,0°K 0,13 + 0,01°KL
Asparagin ND * ND ND ND ND ND ND ND ND
Kyselina glutamové 0,46 + 0,02K 0,53 +0,0K 0,58 +0,0I°K 0,32 +0,00°L 0,42+0,0”L 0,46+0,01°L  0,43+0,0#K 0,50+0,05°K 0,53 +0,0¥M
Glutamin 0,21 +0,0PK 0,23 +0,0°K 0,29 +0,00°K 0,18 +0,02°L 0,20 +0,0°L 0,26 +0,0¥L 0,22 +0,03¥K  0,22+0,03K 0,27 +0,0°L
Prolin 0,22 +0,02K 0,26 +0,000K 0,23+0,02°K 0,16 +0,06°L 0,19 +0,0°L 0,17 +0,0*°L 0,18 +0,0°M 0,23 +0,0°M 0,22 + 0,0K
Glycin 0,14 +0,0PK 0,15+0,0°K 0,15+0,00’)K 0,10 + 0,00°L 0,09 +0,0’L 0,09 +0,0°L 0,13 +0,0PK  0,15+0,00K 0,15 + 0,01°K
Alanin 0,16 +0,0PK 0,16 +0,0°K 0,17 +0,0°K 0,11 +0,00°L 0,15 +0,0°K 0,17 +0,0I°K 0,13 +0,0*M 0,15+ 0,0°°K 0,17 + 0,01°K
Valin 0,46 +0,00’)K 0,50 +0,0°K 0,51 +0,00°K 0,30 +0,02L 0,33 +0,02L 0,36 +0,0°L  0,45+0,05K 0,49 +0,0£°M 0,50 + 0,02K
Metionin 0,18 +0,0PK 0,20 +0,0°K 0,20 +0,0°K 0,12 +0,02°L 0,14 +0,0°L 0,15+0,01°L 0,16 +0,0°K 0,18 +0,0°M 0,19 + 0,01°K
Cystein 0,06 +0,00’)K 0,09 +0,00°K 0,09 +0,00°K 0,05 +0,00°L 0,07 +0,0°L 0,10 +0,0I°K 0,07 +0,0PK 0,08 +0,0°KL 0,09 + 0,00°K
Isoleucin 0,13+ 0,0’)K 0,14 +0,0°K 0,16 +0,0°K 0,08 + 0,02°L 0,10 +0,0°L 0,12 +0,0°L 0,11 +0,0°M  0,13+0,0°K 0,14 + 0,00°’M
Leucin 1,00 +0,0PK 1,09+0,0K 1,12+0,0°K 0,68 +0,0£L 0,75+0,0¥L 0,78+0,0L 0,97 +0,08K  1,03+0,08°K 1,09 +0,08M
Tyrosin 0,17 £0,00'K 0,29 +0,0°K 0,36 £0,0I°K 0,07 +0,02°L 0,19 +0,0°’L 0,23 +0,0°L 0,15 +0,02M 0,27 +0,0’K 0,33 +0,01°M
Phenylalanin 0,63+0,02K 0,70 +0,0°K 0,74+0,00K 0,41 +0,0”L 0,46 +0,0L 0,49+0,0®L 0,63+0,05K 0,69 +0,05°K 0,69 +0,0M
Lysin 0,57 +0,0PK 0,64 +0,0°K 0,66 +0,0°K 0,40 + 0,0°L 0,47 +0,0XL 0,53+0,0£L 0,53+0,06K 0,58 +0,04°M 0,63 +0,0°M
Histidin 0,13+ 0,0'/K 0,14 +0,00'K 0,14 +0,00’K 0,09 + 0,02°L 0,10 +0,0’L 0,12 +0,0°L 0,12 +0,0°K  0,12+0,0°M 0,13 + 0,00°'LM
Arginin 0,02+ 0,0°’)K 0,02 +0,0°’K 0,03 +0,0°K 0,01 +0,0°L 0,02 +0,0°K 0,02+0,0°L 0,02 +0,00°’°K 0,02 +0,000)K 0,02 + 0,00°L
Ornithin 0,26 +0,0PK 0,42 +0,0°K 0,50 +0,0°K 0,12 +0,02°L 0,26 +0,0°L 0,36 +0,0XL 0,24 +0,02K  0,43+0,0K 0,50 + 0,0FK
Citrullin 0,05+0,0°’K 0,06 +0,0°’K 0,03 +0,0°K 0,04 +0,0°L 0,04 +0,0’L 0,03 +0,0°(K 0,05+0,0°’K 0,04 +0,00L 0,05+ 0,02L
y-aminomaselna 0,07 +£0,00°K 0,03+0,00°K 0,03+0,0°)K 0,03+0,00°L 0,02+0,00L 0,02+0,0°L  0,04+0,00’L  0,03+0,00°K 0,03 +0,00°K

kyselina
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(Tab. 3: pokracovani)

Den  Aminokyselina Zraci/skladovaci podminky
Kontrolni vzorek vzorek A vzorek B
[. vrstva Il. vrstva IV. vrstva l. vrstva Il.vrstv a  IV. vrstva [. vrstva Il. vrstva V. vrstva
168 Kyselina asparagova 0,19 +0,0°°K NAT 0,26 +0,0P°K 0,16 +0,0°L NA 0,20 +0,01°L 0,18 + 0,00°K NA 0,22 +0,00°L
Threonin 0,50 + 0,0PK NA 0,55 + 0,02K 0,40 + 0,02L NA 0,50 + 0,00°L 0,46 + 0,0°M NA 0,51 +0,01°L
Serin 0,43 + 0,02K NA 0,47 + 0,00°K 0,16 + 0,01°L NA 0,21 +0,00°L 0,29 + 0,03M NA 0,37 + 0,00°M
Asparagin 1,19 +0,03K NA 1,41 +0,08K 1,16 +0,08KL NA 1,25 +0,02°L 1,14 + 0,04L NA 1,22 £ 0,04’M
Kyselina glutamova 2,59 +0,02°K NA 2,90 +0,0PK  2,03+0,08'L NA 2,52+0,04L  2,45%0,08M NA 2,72£0,0°M
Glutamin 1,63 + 0,02K NA 1,72 +0,06°K 1,38 +0,07L NA 1,55 +0,02°L 1,48 +0,03M NA 1,58 +0,05°L
Prolin 1,22 +0,01°K NA 1,26 +0,0K 0,95+ 0,04'L NA 0,97 +0,01°L 0,87 + 0,09L NA 1,00 +0,02°L
Glycin 0,35 + 0,0°K NA 0,36 + 0,012K 0,29 + 0,0P%L NA 0,31 +0,00°L 0,30 + 0,0°L NA 0,32 +0,02%L
Alanin 0,57 +0,02K NA 0,57 + 0,012K 0,44 +0,02L NA 0,46 + 0,01%L 0,42 +0,0P°L NA 0,45 + 0,01°L
Valin 1,56 + 0,02K NA 1,63 +0,068°K 1,23 +0,06'L NA 1,30 +0,02°L 1,22 +0,02L NA 1,30 +0,02°L
Metionin 1,99 + 0,00*K NA 2,11 + 0,08K 1,64 +0,1C°L NA 1,73 £0,07°L 1,63 +0,00°L NA 1,75+0,02°L
Cystein 0,23 + 0,0°K NA 0,24 +0,02K 0,18 + 0,0P%L NA 0,19 + 0,00°L 0,18 + 0,00°L NA 0,20 +0,01°L
Isoleucin 0,46 + 0,00°K NA 0,52 +0,02K 0,36 + 0,02L NA 0,37 +0,02%L 0,37 +0,0°L NA 0,38 + 0,02°L
Leucin 2,99 + 0,0FK NA 3,10 +0,12°K 2,49 +0,127L NA 2,57 +0,02L 2,76 + 0,02M NA 2,59 +0,04°L
Tyrosin 0,10 + 0,02K NA 0,23+0,0K  0,15+0,0PL NA 0,46 +0,0°L 0,16 +0,02L NA 0,38 +0,01°M
Phenylalanin 1,92 +0,0P°K NA 2,02+0,0PK  1,52+0,06'L NA 1,66 +0,02°L 1,54 +0,03L NA 1,63 +0,02°L
Lysin 1,51 + 0,0°K NA 1,59 + 0,06°K 1,27 +0,06'L NA 1,31 +0,0°L 1,28 + 0,02L NA 1,36 + 0,03 M
Histidin 0,35 + 0,00°K NA 0,33 + 0,02K 0,33 +0,03K NA 0,32 + 0,0K 0,32 + 0,0°K NA 0,33 +0,0K
Arginin 0,02 + 0,00°K NA 0,01 + 0,00°K 0,02 + 0,00°K NA 0,03 +0,00°L 0,01 + 0,0°L NA 0,03 +0,00°L
Ornithin 0,24 + 0,0PK NA 0,67 +0,0K 0,22 + 0,02K NA 0,54 +0,00°L 0,39 + 0,0°L NA 0,61 + 0,02°M
Citrullin 0,05 + 0,00 K NA 0,01 + 0,00°K 0,07 +0,0°L NA 0,17 +0,00°L 0,12 + 0,0°M NA 0,13 + 0,0°M
y-aminomaselna 0,47 +£0,0P°K NA 0,40 + 0,01°K 0,40 +0,02L NA 0,42 +0,00°L 0,10 £ 0,0*M NA 0,06 +0,00°M
kyselina

* Praméry v fadcich (rozdily mezi jednotlivymi vrstvami) s odiigni pismeny v hornim indexu se statisticky odiigij < 0,05); hodnoty
jednotlivych zracich/skladovcich podminek byly poseany samostagn Praméry v fadcich (rozdily mezi zracimi/skladovacimi podminkam

v jednotlivé vrst¥) s odliSnymi velkymi pismeny se statisticky odji§& < 0,05)

* ND — nedetekovano
" NA - neanalyzovano
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4.1.4. Stanoveni obsahu biogennich amihn

Béhem 168-denniho zrani/skladovani testovanyckirognich sy#
eidamského typu byla zjita gitomnost tyraminu, putrescinu a kadaverinu.
Naopak, histamin nebyl detekovan viipthu celého experimentu u Zadného
ze 3 testovanych rezinzrani/skladovani.

Vyvoj obsahu tyraminu, putrescinu a kadaverinu estovanych vrstvach
eidamské cihly v gibéhu jednotlivych rezim zrani/skladovani je zobrazen
na Obr. 4.3—4.5¢@sti A—C). NejvySSi obsahy vySe zraigch sekundarnich
metaboliti byly zjistovany po celou 168denni dobu sledovani v 0,7 moka&ir
svrchni vrst¢ ve vSech rezimech zrani/skladovani. Naopak, nejimamsahy
byly detekovany ve #tdu syt (vrstva 1V). Tento signifikantni rozdil
(P < 0,01) obsahtyraminu, putrescinu a kadaverinu ve vésta IV je patrny
zejména od 30. dne, a to bez ohledu na rezim skdadlovani. Od peatku
zrani/skladovani byly obsahy tyraminu, putrescinkiadaverinu ve Il. a lll.
vrstvé velmi obdobné (B 0,05), a proto byly od 56. dne tyto vrstvy spojeny
a analyzovany jako jedna vrstva. Hodnoty obsahwantymu, putrescinu
a kadaverinu ve Il. and lll. vrsivlezely vzdy mezi hodnotami¢dhto
biogennich amii v okrajové vrst¢ a stedu syra. Ve &Sin¢ pripadi byl
rozdil Il. a Ill. vrstvy od okraje ai&du signifikantni (P < 0,01). Ke stejnému
zawru, tedy Ze v okraji jsou zfidvany vyssi koncentrace biogennich aimin
nez ve dedu syra, doSli i Komprda&t al. [66, 67]. Z komparace praci
Komprdaet al. [66, 67] a této studie tak vyplyv4, Ze distribumegennich
amini je u @irodnich syii eidamského typu ekvivalentni jak u velkych kilok
syni (> 10 kg) tak i u menSich sgebitelskych baleni (< 1,5 kg). Distribuce
biogennich amiitedy pravdpodobr neni zavisla na velikosti bldlksyra.

V jednotlivych vrstvach byly jako producenti bioggéoh amiri
identifikovanyLb. curvatus, Lb. plantarurandLb. casei/paracase(Tab. 2).
Zduvodreni rizného obsahu biogennich arinin jednotlivych vrstvach je tak
nutné hledat zejména v rozdilnych podminkach pedstovliviwujicich rast
a metabolizmus mikroorganiZmK t¢mto podminkdm pét zejména izna
vodni aktivita, obsah © a proteolytickd aktivita [66, 71]. Navrzené
zdivodreéni Ize podpét i raznym pdctem bakterii mléného kvaSeni
v jednotlivych vrstvach testovanychimdnich sy (Tab. 1), kdy ve sédu
syra byly zji§ovany nizSi p&ty bakterii ml€éného kvaSeni nez ve vrstvach
blizSich k okraji.

Z Obr. 4.3-4.5 rowe vyplyva zavislost obsahu tyraminu, putrescinu
a kadaverinu v testovanych eidamskych syrech nanvezrani/skladovani.
Nejvyssi obsahy biogennich amibyly zjiStovany u vzork zrajicich celou
putrescinu i kadaverinu byly v {gsechu celého experimentu detekovany
u vzorki, které byly jiz po 23 dnech zranitipl0 °C skladovany
pii chladirenské teplét 5 °C (P <0,01). Obsahy tyraminu, putrescinu
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a kadaverinu u vzotk uchovavanych prvnich 38 dnve zracim sklep
a nasledé za chladirenskych teplot (vzorky B) lezely mezidhotami
testovanych biogennich aniinv prislusnych vrstvach kontrolniho vzorku
a syf A. Ve \tSire pripadi byl tento rozdil signifikantni (P < 0,05).
Pri vS8ech ¥chto rezimech zrani/skladovani vSak dochazelo kupogmu
narmistu obsahu tyraminu, putrescinu i kadaverinu. Skovrobsah vySe
zmirénych sekundarnich metabdliv okrajoveé vrsté u sy ze 3 testovanych
rezimi zrani/skladovani je uvedeno na Obr. 4.3-&aSti D.

VySe popsand zji&hi koresponduji s pracemi Gardigti al. [76] a Santos
et al. [77], podle kterych se n&st koncentrace biogennich arfinmpomaluje
pii poklesu teploty kultivace modelovych bakterii tmiého kvasSeni. Zmémé
studie rove uvadiji, ze podstatny vliv na produkci biogennich ainimaji
také hodnoty pH a koncentrace NacCl.

Posoudime-li obsah biogennich athim absolutnich¢islech, tak jejich
sowet ve vSech rezimech zrani/skladovanfeyySuje po 168 dnech
koncentraci 100 nig”, ktera je podle Halasat al. [78] a Silla Santos [70]
povazovana za limit z hlediska bezpesti potravin. Ani chladirenské teploty
okolo 5 °C tak nezabrani zvySovani obsahu biogénarin v prirodnich
syrech nad toxikologicky vyznamné hladiny.
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Obr. 4.3: Obsah tyraminu (MmBG") v eidamské cihle v zavislosti na datrani (dny): A — vzorky skladované ve zracim gklep

pri 12 =2 °C po celou dobu zrani; B — vzorkiemistné po 23 dnech ze sklepa (12 + 2 °C) do lednice 25°C); C — vzorky

premiséné po 38 dnech ze sklepa (12 +2 °C) do lednice Z5°C); m — vrstva | (okraj);o — vrstva Il; bez symbl— vrstva lll;

A — vrstva IV. \&asti D je zobrazen obsah tyraminu ve wdt\{okraj) ve rech skladovacich rezimecK. — vzorky skladované

po celou dobu experimentu ve zracim sklpp 12 £ 2 °C; [1 — vzorky pemiséné po 23 dnech ze sklepa (12 £ 2 °C) do lednice

(5 £2 °C); ® — vzorky pemis¢né po 38 dnech ze sklepa (12 + 2 °C) do lednice 25°C). Obsah tyraminu byl vyj&dn jako

priamer; chybové Uséky reprezentuji senodatnou odchylku pimerné hodnoty. (n = 24).
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Obr. 4.4: Obsah putrescinu (nigy') v eidamské cihle v zavislosti na datrani (dny): A — vzorky skladované ve zracim gklep
pri 12 =2 °C po celou dobu zrani; B — vzorkiemiséné po 23 dnech ze sklepa (12 +2 °C) do lednice 25°C); C — vzorky
premiséné po 38 dnech ze sklepa (12 =2 °C) do lednice Z5°C); m — vrstva | (okraj);o — vrstva Il; bez symbl— vrstva lll;

A — vrstva IV. \asti D je zobrazen obsah putrescinu ve vst{okraj) ve fech skladovacich rezimeck! — vzorky skladované
po celou dobu experimentu ve zracim sKklgfd 12 £ 2 °C; [ — vzorky pemiséné po 23 dnech ze sklepa (12 £ 2 °C) do lednice
(5 +2 °C); ® — vzorky pemistné po 38 dnech ze sklepa (12 +2 °C) do lednice 25°C). Obsah putrescinu byl vyjéeh jako
prizmer; chyboveé Uséky reprezentuji senodatnou odchylku pimérné hodnoty. (n = 24).
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Obr. 4.5: Obsah kadaverinu (nigy') v eidamské cihle v zavislosti na darani (dny): A — vzorky skladované ve zracim gklep
pri 12 =2 °C po celou dobu zrani; B — vzorkiemiséné po 23 dnech ze sklepa (12 + 2 °C) do lednice 25°C); C — vzorky
premiséné po 38 dnech ze sklepa (12 =2 °C) do lednice Z5°C); m — vrstva | (okraj);o — vrstva Il; bez symbl— vrstva lll;

A — vrstva IV. \asti D je zobrazen obsah kadaverinu ve vr$t{okraj) ve fech skladovacich rezimech” — vzorky skladované
po celou dobu experimentu ve zracim skiep 12 + 2 °C; [/— vzorky pemis¢né po 23 dnech ze sklepa (12 2 °C) do lednice
(5 £2 °C); # — vzorky pemiséné po 38 dnech ze sklepa (12 £ 2 °C) do lednice Z5°C). Obsah kadaverinu byl vyjéeh jako
prizmer; chyboveé Uséky reprezentuji senodatnou odchylku pimerné hodnoty. (n = 24).
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4.1.5. SDS-PAGE analyza

SDS-PAGE analyzou byly v fipéhu 168denniho experimentu detekovany
proteiny o velikosti 3-31kDa, fgemz pdet detekovanych protein
se s naistajici dobou zrani/skladovani zvySoval (w@dnich cca 14 barid
pro 1. den a I. vrstvu na finalnich 26, 31 a 34digoro 168. den a IV. vrstvu
u prirodnich syi A, B a kontrolnich vzonk). Vysledky stanoveni
proteinového profilu vzork sym v jednotlivych vrstvach byly zpracovany
pomoci shlukové analyzy, jejiz dendrogramy jsow@néovany na Obr. 4.6 a
4.7. Pro Obr. 4.6 byly pouzity I. a IV. vrstvy koolhich vzorki v praibéhu
168denniho  experimentu.  Z dendrogramu  jedn&gha vyplyva,

Ze se proteinovy profil v jednotlivych vrstvach 8die a vyznam# se méni
rovréz s nafistajici dobou zrani.

Na Obr. 4.7 jsou zobrazeny vysledky proteinovehofijor IV. vrstev
vzorki sym skladovanych viznych rezimech zrani/skladovani (A, B
a kontrolni vzorky). Row¥ z tohoto dendrogramu vyplynulo, Ze dochazi
k vyznamnym zrénam proteinovych profil vzorki s nafistajici dobou
zrani/skladovani. Obr. 4.7 ro¥h ukazuje na odliSny proteinovy profil
IV. vrstev vzorkKi, které jsou uchovavany vanych rezimech
zrani/skladovani.
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Obr. 4.6. Dendrogram shlukové analyzy vyslédkproteinového profilu
[. a IV. vrstvy syi eiglamského typu skladovaného po celou dobu z&mrracim
skle pri 10 £2 °C.Cisla v ose Y reprezentuji dobu zrani/skladovanstvu syra.
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Obr. 4.7. Dendrogram shlukové analyzy vyslédkproteinového profilu
IV. vrstev sy eidamského typwCisla v ose Y reprezentuji dobu zrani/skladovani
a pismena rezim zrani/skladovani (A — vzorkgspnuté po 23 dnech do lednice
(5 °C); B — vzorky fesunuté po 38 dnech do lednice (5 °C); C — vzockypvavané

po celou dobu ve zracim skéefd0 °C)).
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4.1.6. Analyza texturnich vlastnosti

Méieni tvrdosti vykrojeného valce bylo prowad na zaklagl kompresniho
testu stedni vrstvy a vysledky této analyzy jsou zobrazewy Obr. 4.8.
Z obrazku vyplyva, Zeiblizné od 3. dne se tvrdost syrackad z cca 60 N
zvySovat a dosahuje svého maxima 16. den (cca )07 éhto naist lze
pravéEpodobré vyswitlit procesy bobtnani proteinové matrice, dskbdku
¢ehoZz je mozné iaekavat naist tvrdosti [8]. Nasledh se tvrdost z&Ena
shizovat. Tento trend jiz pro kontrolni vzorky nepyerusen (P < 0,01), coz
Ize vys\gtlit zejména proteolytickowinnosti gitomnych LAB [23, 42, 46].
Pokles tvrdosti v gibéhu zracich procés popisuji ve svych studiich také
Bertolaet al.[25], Al-Otaibi & Wilbey [26] a Topctet al.[118].
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Obr. 4.8: Vyvoj tvrdosti vzork eidamskych cihel skladovanych za odliSnych teplot
v casovem intervalu 174 dn vzorky ulozené po celou dobu ve zracim gklep
pri 10 £2 °C @), vzorky skladované od 23. dne v lednigi4+2 °C (A) a vzorky
skladované od 38. dne v ledni¢i g £2 °C (o).

U vzorki A i B miZzeme znovu pozorovat mirny @8t tvrdosti
bezprostedre po vyjmuti girodnich syéi z optimalnich zracich podminek
a jejich gemistni do chladirenskych teplot (5 °C). Vy$keni mirného
naristu tvrdosti bezprostdre po gesunu do chladirenskych teplot nebylo
v dostupné literafie¢ uspokoji¢ vyswtleno. Tento jev vSak fiie souviset
sc¢asem nutnym pro ffzpasobeni pitomné mikrofléry novym teplotnim
podminkam, se zpomalenim proteolytickych préces procesy hydratace
proteinové matrice. Po Uvodnim fstu tvrdosti vSak po &kolika dnech
i u vzorki A a B dochazi k postupnému sniZzovani tvrdosti (R04).
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Ze srovnani tvrdosti vzotk uchovavanych wviznych podminkéch
nasleduji vzorky B a jako nejtvrdSi byly shledanyorky A (P < 0,01).
PomalejSi pokles tvrdosti u vzdrkranych/skladovanychipnizSich teplotach
publikovali také Bertolat al.[25] a Al-Otaibi & Wilbey [26].

4.1.7. Senzoricka analyza

V ramci experimentu 1 byla dale realizovana sekérianalyza syir
eidamského typu, které byly skladovany za odliSnyeplotnich rezim.

U vzorki se sledovaly nasledujici charakteristiky: vzhldzheva, konzistence,
chw a wving, tuhost a cizi pachuti. Senzoricka analyza bylavadna
58. a 128. den od vyroby, a to vybranymi hodnatitébdnoceni znak bylo
provedeno pomoci sedmibodové ordinalni stupnicedtuhu s vyjimkou
znaku cizi pachuti, kde byla pouzita stupnice uhdr (klasifikace dle Kz et
al. [127].

Kontrolni vzorek (vzorky C) byl 58. den zrani ohoden jako nejlepSi
ve sledovaném znaku vzhled a barva. V tuhosti seed statisticky liSily
vzorky A—C a B-C a to tak, Ze vzorky A i B vykazbvarijatelnéjSi tuhost
nez kontrolni vzorek. Mezi vzorky A-B nebyla pozedna statisticky
vyznamna odliSnost. V charakteristice ¢hatvin¢é byl jako nejlepsSi vzorek
hodnocen vzorek A. U ostatnich zidakebyly mezi vzorky zji$ny statisticky
vyznamneé rozdily.

Paradové zkousky sledovanych vzark, B a C byly vyhodnoceny pomaoci
Friedmanova testu na hladinvyznamnosti 5 %. Hodnocené znaky byly
tuhost, intenzita chuti a preference. Vysledekutgebukdzal na statisticky
vyznamneé rozdily v tuhosti mezi vzorky A—-C a B—C al@umaném znaku
tuhosti, kdy vzorek C byl preferovartaa ostatnimi vzorky. U obou dalSich
znalé nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mezi @thaymi vzorky.

DalSi senzoricka analyza byla provedena 128. denyooby. Ve znaku
vzhled a barva byl @p nejlépe hodnocen vzorek C. V tuhosti a v chuthai
se od sebe statisticky liSily vyrobky B—C. Vzorekoyl tuzsi a chut¥si nez
vzorek C. U ostatnich znaknebyly mezi vzorky zjigny statisticky
vyznamneé rozdily.

Pomoci p#adové zkousky byl aip prokazan statisticky vyznamny rozdil
v pozorovaném znaku tuhosti mezi vzorky A—C a BUQlvou dalSich znak
nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mezi @thaymi vzorky.

Z vysledki senzorické analyzy vyplyva, Ze hodnotitelé bohuzel
nepreferovali syr vice vyzraly (skladovany po celdobu zraciho pokusu
ve zracim sklep pred syry mére vyzralymi (syry skladované ve zracim
sklepg pouze 23 a 38 dni).fRRinu Ize pravdpodobré hledat ve zvyklosti
spotebiteli konzumovat syry zakoupené v distidbi siti, které jsou vac
piipadi nevyzralé. Htomnost vyzralé intenziwsi chuti a ¥iné mohou
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spotebitelé dokonce povazovat za neobvyklé. Této skai by bylo
vhodné se daleémovat v ramci propagaich os¥tovych akci.

4.2 Vysledky a diskuze k experimentu 2

Tento pokus byl zrealizovan jako pilotni pokus (mxperiment 3), kde
byly zejména sledovany mozné rozdily v intehzjvoje texturnich vlastnosti
nagi¢ blokem syra pomoci tzv. stress testu. V ramci topokusu byla také
pozorovana distribuce vybranych slozek v zavislostivrst¢ daného platu
a jeho poloze v syrovém bloku eidamskeé cihly.

4.2.1. Zakladni chemicka analyza

V den vyroby (den 1) nebyly zaznamenany rozdilybsahu NaCl mezi
vrstvami  jednotlivych pldt (vzorky bezprosedre po vylisovani
a ped vlozenim do solné lagh Obsah NaCl se pohyboval vrozmezi
0,13-0,18 % (w/w) ve vSech analyzovanych vzorcith ,05). Naproti tomu
obsah susSiny byl v den vyroby v prvni vistwSech plat vysSi a to fiblizné
0 1 az 2 % nez ve zbylych vrstvach (vrstvy Il g [IP < 0,05). Po vysoleni
se obsah suSiny ve vrstvach | ragidzvysil, coz by mohlo byt igvazre
zpasobeno difuzi NaCl do povrchu syra. Bloky syra bpytycelou dobu zrani
uchovavany v cryovacovém obalu, tudiz tak rychly rus& susiny
prostednictvim odparu vody je vyl@éen. Toto tvrzeni potvrzuje i strmy
narust koncentrace NaCl ve vrstvach | grpe vysoleni. &koliv obsah NaCl
ve vrstvach vSech piatbyl 4. den analyz srovnatelny, plat S1 vykazoval
mirné vySSi hodnoty. Bhem dalSiho zrani se postdprobsah NacCl
v jednotlivych vrstvach vSech ptatvyrovnaval pomoci koncentmiho
gradientu. Obr. 4.9 znazarje vyvoj obsahu suSiny a NaCl v platech S1, S2
a S3 vpibéhu experimentu 2. K uplnému sjednoceni obsahu NaCl
v jednotlivych vrstvach doSloéhem prvniho résice zrani, icemz umisini
platu v bloku syra ne#éfo vyznamny vliv na difizi do g&du syra.

Odlisny trend byl pozorovan ve vyrovnani obsahu inguSnagic
jednotlivymi platy. Obsah suSiny ve vrstvach Il l& $e sjednotil Bhem
42 dmi (P> 0,05) a pohyboval se v ra#p 52 az 53 % (w/w), avSak v okraji
syra (vrstva |) byl sledovan signifikartrvySSi obsah suSiny (P < 0,05)
a to az do konce experimentu. Obsah susSiny ve agBtd se v pibéhu
prvnich tydm zrani mirg snizoval, ale ve srovnani se zbylymi vrstvami byl
stale vySsi (fed ukorteni experimentdinil rozdil 1-2 % (w/w)).
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Obr. 4.9: Vyvoj obsahu susSiny (% w/wiast A—C) a NaCl (% w/wgast D) v jednotlivych platech (S1 éasti A a D;
S2 —casti B a E; S3 <¢asti C a F) a vrstvach eidamské cihly viipthu zraci periody (dny)M - vrstva | (okraj); @ - vrstva l;
A - vrstva lll (sted). Obsah susiny a NaCl byl vyféd jako primer; chybové Useky reprezentuji senodatnou odchylku pimerné
hodnoty. (n = 18).
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Béhem prvniho tydne zrani hodnoty pH vyrazklesly v jednotlivych
vrstvach vSech sledovanych mlatz pimérné hodnoty 6,40 + 0,05
na 5,25 + 0,03. Pokles pH Ize vy#it cinnosti gitomné mikroflory (zejména
startérovymi kulturami), ktera vyuZiva laktézu jaksubstrat pro sy
energeticky metabolizmus. Homofermentativni LAB pmko nefasg|Si
metabolit produkuji kyselinu mé@ou. Konverze laktézy je uifpodnich syh
Zadouci. Mira okyseleni inhibujeast nezadouci mikrofléry, ovliwije
pocateEni texturu syeniny a zastoupeni soli v syru [23]. Naopé#idvysoké
koncentrace rezidui mdéého cukru by mohly mit negativni vliv na kvalitu
syra nap. prostednictvim nezadouciho Bdnuti @ dalSim tepelném
zpracovani vysledného produktu (Maillardova reak8g)

V prabéhu dalSiho zrani pH postuprstoupalo. Vyvoj pH v jednotlivych
platech a sabsi odpovidajicich vrstvach byl podobny>®,05). ZvySovani
pH v dalSi fazi zrani je pravpdodobré zpisobeno Ginkem NSLAB, které
mohou oxidovat laktat na acetat a £[21]. Ke zvySeni pH fispiva také
proteolyza progednictvim uvohovani latek zasadité povahy [8].

4.2.2. Stanoveni texturnich vlastnosti

Hodnoty tvrdosti ziskané v jednotlivych pozicichpmezentujici Useky
ve 3 testovanych platech vijpehu 126denniho zraniiiplO °C jsou graficky
znazorgny na Obr. 4.10. V den vyrobytippdnich syit byla tvrdost sy
pied vioZenim do solné la&Znv jednotlivych pozicich na vSech platech
obdobna a odpovidala hodnotam v intervalu 4-5 X QF05).

Ctvrty den po vyrob, kdy byly syry jiz vysoleny, se tvrdost 1. az Bzjze
na vSech testovanych platech ragidavySila (ve srovnani s 1. dnem;
P < 0,001) na hodnotytrgvySujici 12 N. Mezi 1. az 5. pozici nebyly
detekovany signifikantni rozdily @0,05), a to u vSech testovanych plat
U platu S1 (nejblize&elnimu okraji) vyznam& narostla i tvrdost 7. az 11.
pozice na hodnoty mezi 10 a 11 N (P < 0,001). tupE® tento ndist byl sice
také signifikantni (P <0,01), ale jeho hodnoty alusvaly pouze 5-6 N.
U platu S3 nedoSlo v pozicich 7-11 k signifikanmimaistu tvrdosti
(P=0,05) ve srovnani se stejnymi pozicemi v denigdsolenim). Pozice 6
u vSech testovanych ptae pozice 12 a 13 (&d platu) pouze u platu S1
vykazovaly ve 4. dnu sice vysSi tvrdost nez v lu @ < 0,001), na druhou
stranu vSak tyto pozice byly &kci nez ostatni pozice v odpovidajicich
vrstvach I a Il (P < 0,01). U platu S2 nedoSlo zippl2 kEhem prvnich 4 din
k signifikantni zréné tvrdosti (P=0,05). U pozice 13 (&td) v platech S2
a S3 a u pozice 12 v platu S3 doSlo dokonce keeshi&rdosti (P < 0,05)
ve srovhani s 1. dnem, a to na hodnoty 3—4 N.

Béhem dalSich 3 dn(den 7) se tvrdost 1. — 5. pozice v platech SRa S
a rovrez pozice 7-12 u platu S2 signifikagtmezngnila (P= 0,05).

U stredového platu S3 a pozice 6 (&1 a S2 byl pozorovan pokles tvrdosti
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(P <0,01). Tvrdost pozice 12 v S1 se oproti 4. duySila, a to na 7-8 N
(P <0,05). U platu S3 doSlo ke snizeni tvrdostk 05) v pozicich 1-6
a 13 (sted platu). Naopak pozice 7-12 vykazovalyisétvrdosti (P < 0,05).

Do 42. dne dochazelo k postupnému sniZovani tvrdest/Sech pozicich
i platech (P <0,05), pouze urediu platu S3 jiz nedoSlo k signifikantnim
zmenam (P= 0,05). Od 84. dne bylo pozorovano ustaleni tvidogiozic 1-5
na hodnotach 4-5 N a u pozic 6-13 na hodnotach NN—3yto hodnoty
se [ srovnani se 126. dnem jiz signifikadtmenenily (P = 0,05).

Tab. 4 obsahuje hodnoty koeficiaérikt; a k vypoctené metodou nelinearni
regrese s vyuzitim Pelegova modelu. Z hodnocerdnpetru k jednoznane
vyplyva, Ze v dsledku soleni (srovnany hodnoty 1. a 4. dne) dojde
k signifikantnimu zvySeni elasticity testovanychiisya to ve vSech pozicich
I platech (P <0,05). V nasledujicich dnech zraoB8lal @i posuzovani
jednotlivych pozic v platech k postupnému snizovasiastické slozky
eidamské cihly (P < 0,05). K tomuto snhizovani daetaé (P < 0,05) i mezi
84. a 126. dnem, kdy jiz hodnoty tvrdosti nevykagwsignifikantni zrniny
(viz vyse). Pozice vrstvy | (1-5) vykazovaly v jediivych platech vyssi
hodnoty elasticity (P < 0,05) ve srovnani s ostatozicemi, a to v gibéhu
celého zraciho pokusu. Naopakest syra mil po celou dobu experimentu
nizsi hodnoty elastické slozky (P < 0,05) ve srown&ostatnimi pozicemi
v jednotlivych platech (vyjma 1. dne). Obdeljako u tvrdosti, pozice 6 a 12
vykazovaly signifikanta nizSi hodnoty elastické slozky (P < 0,05) ve samin
s ostatnimi pozicemi vifslusné vrsty | a Il. Z analyzy rozptylu (ANOVA)
rovreéz vyplynulo, Ze se vyvoj elasticity v jednotlivygblatech v plibéhu
zrani odliSoval (P <0,05). Vyvoj hodnot parametky do jisté miry
korespondoval se ztnami k (r = 0,3719), avSak jeho interpretace je podle
Peleg [123], Singlet al.[121] a Hatcheet al. [122] obtiZzna a nejednozraa.
Rovréz zavislost hodnot ka tvrdosti, posuzovana Pearsonovym kdardla
koeficientem, je nizSi (r = 0,4888) nez zavislosezink, a tvrdosti
(r=0,7662).
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Plat Plat
Den S1 S2 S3 Den S1 S2 S3

4 . ﬂ @ )
7 . ﬂ ﬂ h
>12 7-8 45 [ |<2
10-12 6-7 34
Is-w 5-6 23
14

Obr. 4.10: Diagram zobrazujici hodnoty tvrdosti (N) pro kadd® 13 pozic v platech S1, S2 a S3 testovanyibéhu zrani
(pramer; n = 6)

) DD
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Tab. 4. Hodnoty parametr k; a k ziskanych ze z&tové Kivky 13 pozic (n = 6;
primer £ SD) v jednotlivych platech syra (S1, S2 a S&hpci Pelegova modelu *

Den Plat Pozice ** Hodnoty k Hodnoty k;
1 S1  1-5 1,61 +0,02A , 769+0,26 A,
6 1,58 +0,0f*A, 7,60+0,1FA,
7-11 1,56 + 0,01 A , 7,45+ 0,14 A,
12 1,54 + 0,02 A, 7,27 + 0,09 A ,
sted 1,56 + 0,02 A, 7,12+ 0,18 A,
S2  1-5 1,58 + 0,02A , 7,50 + 0,50 A ,
6 1,56 +0,0f*A, 7,41+0,13A,
7-11 1,54 +0,01A, 7,31+ 0,27 A,
12 1,53+0,0fA, 7,27 +0,23 A,
sted 1,53+0,0f A, 7,10+ 0,189 A,
S3 1-5 1,59 + 0,0%A , 7,71+0,26 A,
6 1,57 +0,0f A, 7,24+ 0,08 A,
7-11 1,55+ 0,01 A , 7,31+0,13 A,
12 1,51 +0,02A, 6,99+ 0,1G A,
sted 1,53 +0,08°A, 7,00+0,08A,
4 S1 15 1,89+ 0,02B , 7,03+0,43B,
6 1,82 +0,0Y B, 6,63+0,09B,
7-11 1,83 +0,01B, 7,06 £+ 0,07 B,
12 1,80 + 0,02 B, 6,07 + 0,19 B,
sted 1,80+0,0iB, 7,06 0,17 A,
S2 1-5 1,84 + 0,02B 6,71+ 0,2 B,
6 1,80+ 0,0 B, 7,18+ 0,24 A,
7-11 1,73 +0,0iB 6,61+ 0,2 By,
12 1,72 + 0,08 B, 6,62 +0,19 B,
sted 1,69 + 0,02 B, 6,53+ 0,17 By
S3 1-5 1,82 +0,03B 6,78 + 0,37 B,C,
6 1,75+ 0,0 B, 6,51 +0,22 B,
7-11 1,73+0,01B,, 6,85+ 0,13 B},
12 1,68 +0,0B 6,55 + 0,29 B,
sted 1,67 +0,0£B,, 6,50 + 0,10 B,
7 S1  1-5 1,91 + 0,02B 7,17 + 0,25 B,
6 1,82+ 0,0 B, 7,05+ 0,24 C,
7-11 1,81 +0,02B, 6,60+ 0,29 C,
12 1,78 +0,0f B, 6,52+ 0,27 C,
sted 1,74 £ 0,02 C, 6,39+0,258 B,
S2  1-5 1,92 + 0,02C, 7,60 +0,3F A,
6 1,82 +0,0Y B, 7,13+ 0,2% A,
7-11 1,72 £ 0,02B 6,46 + 0,19 B,C ¢
12 1,67 +0,0fC, 6,21+ 0,16 Cy,
sted 1,60 +0,0£C,D, 6,10+0,27 B 4,
S3  1-5 1,84 + 0,01B 7,32+0,23A,C,
6 1,81 +0,0f C, 7,00+ 0,24 A,
7-11 1,70+ 0,02B,C, 6,37 +0,22C,
12 1,66 +0,0£B,C, 6,08+0,30B,
sted 1,60 +0,0£C,D, 6,05+0,10C,
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(Tab. 4: pokracovani)

Den Plat Pozice ** Hodnoty k Hodnoty k;
14 S1 15 1,78 + 0,03C , 7,02+ 0,27 B,
6 1,72 +0,0f C, 6,85+ 0,16'B,C,
7-11 1,66 + 0,01 C, 6,02 +0,26°D,
12 1,61+0,02C, 591+0,24D,
sted 1,57 +0,02D, 6,08 + 0,1 B,C,
S2 15 1,88+ 0,03B,C, 7,50+0,35A,
6 1,80 + 0,0 B, 6,26 + 0,24 B,
7-11 1,73 +0,02B, 6,64 +0,17 By,
12 1,67 +0,0fC, 6,33+ 0,18 C,,
sted 1,58+ 0,08C,E, 5,64+0,34Cy
S3 1-5 1,85 + 0,02B , 751 +0,2F A,
6 1,78+ 0,02B,Cp, 7,39+0,25 A
7-11 1,67 +0,0iC, 6,44 +0,18 C,,
12 1,63+0,02C, 6,17 £ 0,157 B 4,
sted 1,58 + 0,0 C, 5,96 + 0,37 C ¢
42 S1 15 1,74 + 0,02C, 6,63+ 0,26 C,
6 1,70+ 0,07 C, 6,50 + 0,24 B,D
7-11 1,68 +0,02C, 6,36 + 0,21*C,D,
12 1,63+0,0fCc,D, 7,78+023E,
sted 1,59+0,0fD,E, 6,08+0,17B,C,
S2 1-5 1,75+ 0,02D, 6,84 +0,19B,
6 1,73+0,02*C, 6,75+0,20 Cy,
7-11 1,70 + 0,02B, 6,35+ 0,13 C,
12 1,63+0,0fD, 584+0,3°D,
sted 1,62 +0,0£D, 6,05+ 0,36 B,
S3 1-5 1,73+0,02D, 6,85+ 0,15 B,
6 1,65+0,0f Dy 6,33+ 0,19 B,
7-11 1,63+ 0,02D, 6,07+ 0,16 D,
12 1,66 +0,0¥B,C, 5,66+0,18C,
sted 1,60+0,0fC,D, 5,88+0,19C,D,
84 S1 15 1,76 + 0,02C, 6,74 + 0,27 C,
6 1,67+0,0fD, 6,25+ 0,22 D,
7-11 1,64 +0,02C, 597 +0,21 D,
12 1,64 +0,08D, 547 +0,19 F,
sted 1,60 + 0,0t E, 5,96 + 0,26 C,
S2 15 1,76 £ 0,02D , 6,72 +0,14B,
6 1,66 +0,0f D, 5,96 + 0,20 B ,¢
7-11 1,64 +0,02C, 586+0,13 D,
12 1,65+0,00CDar 5,33+0,2FD,E 4
sted 1,63+0,08D, 5,86 + 0,31"B,C,
S3 1-5 1,73+0,02D, 6,48 + 0,24 B,
6 1,62 +0,0P E, 5,90 + 0,22 Cy,
7-11 1,60 + 0,08D,E, 5,55+0,1E,
12 1,62 +0,02C, 5,07 +0,25' D,
sted 1,61+0,0f D, 557 +0,28 Dy
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(Tab. 4: pokracovani)

Den Plat Pozice ** Hodnoty k Hodnoty k;
126 S1  1-5 1,73 + 0,03, 6,49 + 0,33 C,
6 1,58 +0,02 A, 597 +0,20 D,
7-11 1,56 + 0,08A , 4,37 +0,34E,
12 1,57 + 0,08 A, 4,89+0,21°G,
sted 1,54 +0,08 A, 5,18 +0,25'D,
S2  1-5 1,72 +0,02D , 6,23+ 0,1 C,
6 1,61+0,03D, 6,03+ 0,2 B,
7-11 1,60 +0,02C, 5,41+ 0,27 E,
12 1,57 + 0,02 E, 5,09 +0,3¢F E,
sted 1,56 + 0,08 AE, 5,13+0,23D,
S3 1-5 1,70 £ 0,02D , 597 +0,15D,
6 1,55+ 0,0f A, 5,83+ 0,20 C,
7-11 1,58 +0,02A,E, 5,31+0,18 E,
12 1,56 + 0,08 D, 520+0,24D,
sted 1,53+0,03A, 5,04 + 0,20 E,

* Praméry ve sloupci (rozdily mezi pozicemi v jednotlivyghtdtech) s odliSnymi pismeny
v hornim indexu se statisticky odliSuji (P < 0,0Bddnoty v jednotlivych platech a dnech
byly hodnoceny samostatnPrimery ve sloupci (rozdily mezi platy u jednotlivych 700)

s odliSnymi pismeny v dolnim indexu se statistiddliSuji (P < 0,05); jednotlivé pozice
v daném dnu byly hodnoceny samostatRrtiméry ve sloupci (rozdily v dab zrani)
s odliSnymi velkymi pismeny se statisticky odliS{ii < 0,05); hodnoty jednotlivych pozic
v jednotlivych platech byly posuzovany samostatn

** \Vysledky pozic 1-5 byly slotenny do jedné hodnoty, protoZe hodnoty &@mé v 1., 2.,
3., 4. a 5. pozici se statisticky neodliSovaly>(P,05). Na stejném principu je tvrdost pozic
7-11 také reprezentovana jednim vysledkem.

Pred vlozenim syrovych bldk do solné lazé byly hodnoty tvrdosti
vyrovnané v jednotlivych pozicich i platech. Na ltou stranu, parametr, k
(ukazatel elastické slozky materialu) naane, ze pozice 1-5 vykazovaly
mirné vySSi elastickou slozku, coz ude souviset s procesem lisovani
a s mirnou heterogenitou materialu ve wshbezprostedré po vylisovani
[8]. V prubéhu soleni v dsledku difuize NaCl do hmoty syra doSlo
k rapidnimu néistu tvrdosti i parametru,kv segmentech syra, které jsou
v bezprogtednim styku se solnou lazni (zejména pozice 1-5v$ech
testovanych platech). Pozice 6-13 v platu S1 vykalyosignifikantré vyssi
tvrdost i elastickou sloZzku ve srovnani s odpovdadagi pozicemi v platech S2
a S3. Toto je mozné vyahit rychlejsi difuzi NaCl do platu S1, nebeem
nepronikala pouzetk z okraje syra (z vrstvy |), ale tak&elni strany cihly,
ke které ma plat S1 nejblize. Tyto poznatky jsagowladu s Foet al [8]

I Chevanan & Muthukumarappan [141], ktevadi, ze obsah NaCl a pdm
soli k vlhkosti podstathovlivni texturni vlastnosti syra.
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V prabéhu zraciho pokusu je moznéekavat dva zakladni procesy, které
ovlivauji texturni vlastnosti syra: (i) difize NaCl (seyZujicim se obsahem
NaCl se zvySuje tvrdost i elasticka slozka a nafipak(ii) proteolytické
zmeny kaseinovych protein zagicinujici snizovani tvrdosti i elastickou
sloZku. Intenzita proteolytickych zm v jednotlivych ¢astech syir je pak
ovliviiovana pedevsSim v dsledku fiznych mikroenviromentalnich podminek
pro metabolizmus  iftomnych bakterii mkéného kvaseni,
resp. aktivitu pislusnych enzyiin [8, 23, 118, 120]. V prvnich 7-14 dnech
dochéazelo k intenzivni difdzi NaCl do vrstev Il & V jednotlivych platech
(ve sméru koncentraniho spadu), coz &b za nasledek snizovani tvrdosti
a elastické komponenty ve vr&t¥ a naopak zvySovanidhto parametr
ve vrstvach Il a Ill. WEitou vyjimkou byl zejména std platu S3, kam byla
difdze NaCl pravépodobr pomalejSi a kde v prvnich dnecklynna texturni
parametry vysSi efekt proteolytické reakce. Na drgtrad od 14. dne
je mozné pozorovat kontinualni sniZzovani tvrdostielastické slozky,
coz je pravépodobré zagicinéno proteolytickymi procesy. Tento zfv
je mozné podpit i fadou jinych praci, jako néjlad Delgadoet. al.[120],
Topcu & Saldamli [118] a Chevanan & Muthukumarappa#l]. | po 126
dnech zrani byly pozorovany signifikattmySSi hodnoty tvrdosti a elastické
komponenty ve vrstv | (u pozic 1-5) ve srovhani svrstvami Il a lll,
a to ve vSech testovanych platech. Z vysledikladni chemické analyzy
je toto pravdpodobrt zpisobeno pedevsim miré vysSim obsahem susSiny
ve vrste | (cca o 2 % w/w) ve srovnani s ostatnii@stmi syra.

Zajimavy je vyvoj pozice 6 (a do 42. dne i pozi@ \t testovanych platech
v pribéhu zraciho pokusu. Tvrdost i elasticka komponeptayEe zmignych
pozic vykazovaly signifikanth nizSi hodnoty nez ostatni pozice vrstvy |,
resp. vrstvy Il (v pipact pozice 12). Pro vysi¥leni tohoto jevu nebyl
v literatu'e nalezen dostatek informaci. Lze to pkgpatiobré prisoudit faktu,
Ze jsou bloky syra v solné lazni poloZzené na deBkuoblasti reprezentované
pozici 6 pak nerize pronikat NaCl imo (neni pimy styk této oblasti
se solnym roztokem), ale pouze difundovat ze ,sowieh“ oblasti
reprezentovanych zejména pozicemi 1 a 5. Ryaodbobré nizSi obsah NacCl
pak mize ovlivnit ist a metabolizmus bakterii milgho kvaSeni, setns
proteolytickych procas[67, 71].

4.3 Vysledky a diskuze experimentu 3

Hlavnim zamdrem tohoto experimentu bylo pozorovat vyvoj textury
piirodniho syra v jehotenych ¢astech a sledovat vliv mikrobiologickych
a biochemickych z#n v pribéhu zrani za zvySené teploty na vybrané texturni
parametry.
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4.3.1. Mikrobiologicka analyza

V den vyroby svit (pted viozenim do solné lagh byly stanoveny
nasledujici psty TC a LAB 5,9 + 0,4 cfig?, resp. 4,7 + 0,6 cfg’. Rozdily
mezi jednotlivymi platy a vrstvami nebyly signifiki (P> 0,05). Bhem
prvnich 14 df zrani doSlo ke zvySeni ¢gto TC i LAB (P <0,05), ficemz
ve vzorcich E byl zaznamenan rychlejSi us&rnez v kontrolnim vzorku
(P < 0,05). Okrajovecasti jednotlivych plat vykazovaly mirg vysSi
(P <0,05) poty TC (7,1 + 0,5 cfig* a 7,8 + 0,7 cfig’ pro vzorky D,
resp. vzorky E) ve srovnani se zbytkem asy(6,7 + 0,6 cfig’

a 7,2 +0,5 cfi@" pro vzorky D, resp. vzorky E). Jednotlivé vrstnj platy se
nelisily (P>0,05) v pdétech LAB, které se pohybovaly na drovni
6,2 +0,3 cfld" a 5,7 + 0,4 cfi@* pro vzorky E, resp. vzorky D. Ve 28. dnu
se obsah TC kontrolnich vzdrkve srovnani s akcelerovanymi &mi.
Vyznamré vySSi p@ty TC byly pozorovany v okrajovych vrstvach
kontrolniho vzorku bez ohledu n&zné platy (7,2 + 0,5 cfg?), zatimco
mnozstvi TC ve vzorku zrajicim za zvySené teplotye (vrstvach |
jednotlivych plat) se vyraza sniZilo (6,3 = 0,8 cfig™; P < 0,05). Tento jev
lze pravépodobré vyswitlit rychlejsi lyzi burk [10, 142] u vzork E.
Na druhou stranu u LAB nebyl tento jev v 28. dnezgrovan. P&ty LAB
se ve srovnani s 14. dnem prakticky neliSily-(@,05).

V prabéhu dalSiho zrani se mnozstvi TC i LAB postéipsniZzovalo
(P<0,05). Vell2. dnu dosahly hodnoty TC pro #ant vzorky
u okrajovych vrstev 5,8 + 0,4 dii*, resp. pro vrstvy Il a lll 5,3 + 0,5 cfii*
(P <0,05). Ve stejny den byly pozorovany ¢fgyo LAB pro vrstvy |
jednotlivych plad mirns vyssi 4,9 + 0,3 cfig’ ve srovnani sifslusnymi
vrstvami Il a 1l 45 + 0,4 cfigl. Na konci zraciho experimentu
s akcelerujicimi teplotami (56. den) byly gy TC v okrajovych vrstvach
vzorki 5,2 + 0,5 cflg™ a pro vrstvy Il a lll 4,7 + 0,4 cfg™. Paity LAB byly
ve srovnani se 112. dnem zrani kontrolnich vieanySsi (P < 0,05), a to pro
vdechny sledované vrstvy (5,4 + 0,3[gfia 5.0 = 0,3 cfi@”* pro vzorky C,
resp. pro vzorky A). V gibéhu celého experimentu (u obou zracich teplot)
nebyly pozorovany signifikantni rozdily v hodnotdcAB mezi jednotlivymi
platy v patech TC a LAB (u fislusnych vrstev; B 0,05). Roviz rozdily
mezi vrstvami Il and Ill v jednotlivych platech, syg dnech zrani, byly
minimalni.

VySSi paty mikroorganizni byly pozorovany v okrajovych vrstvach gyr
holandského typu také Komprdat al. [67]. Mozné vys¥tleni zvySeného
mnoZstvi mikroorganizén v okrajovych vrstvach je mozné hledat
v rozdilnych mikroenviromentalnich podminkach vrjetlivych ¢astech sy,
kam lzeradit nap. pristup k Q a hodnoty g[8, 71].
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4.3.2. Zakladni chemicka analyza

Bezprostedre po vylisovani sieniny a ed vioZzenim blok do solné laz&
se obsah NaCl vyznarmnmeliSil jak mezi jednotlivymi vrstvami tak ani
ve sledovanych platech. Obsah NaCl se pohybovakmezi 0,12-0,16 %
(w/w) ve vSech analyzovanych vzorcich XB,05). Obsah suSiny byl
vyznamr vysSi (asi 0 1-2 % w/w) ve vrstv (okraj) nez ve zbylych vrstvach
u vSechitech plad (P < 0,05). Da@tvrtého dne (vysolena a zabalen&esyna)
se obsah suSiny i NaCl zvysil ve vSech testovanydtvach nezavisle
na jednotlivych platech (P <0,05). Nejrapii nakist sledovanych
parametii ve srovnani svrstvou Il a lll ¢&d syra) byl v okrajové vrsiv
u vSech plat. Bechem 28 di se obsah NaCl v jednotlivych platech postupn
vyrovnaval, az byl prakticky totozny ve sledovany&hstech bloku syra
(P>0,05). Krovnovaze obsahu NaCl mezi vrstvami jelineh plat
dochézelo v pibéhu doby zrani bez ohledu na polohu platu i zragiote.
Pribéh vyrovnavani koncentrace NaCl mezi vrstvami plélyl u vSech
vzorki obdobny jako v experimentu 2. Ztohotoivddu nejsou data
prezentovana.

Obsah suSiny ve vrstvach Il a lll se sjednotihém 42 da (P> 0,05).
Rozpéti obsahu suSiny ¥thto vrstvach dale oscilovalo v jednotlivych pldtec
okolo 52-53% (w/w). Akoliv v prvnich Sesti tydnech obsah suSiny
v okrajové ¢asti (vrstva 1) vyznamh klesl, byl bez ohledu na skladovaci
teplotu u vSechrech plah signifikantreé vysSSi nez ve zbylychastech (vrstva
Il a lll) a to az do konce experimentu (P < 0,0Bpzdil mezi vrstvou |
a zbytkem platu (ve vSech sledovanych platech) gijdlizné 1-2% wiw.
Uspokojivé vys¥tleni vysSSiho obsahu suSiny v okrajovy¢hstech syra
nebylo v dostupné literate nalezeno. Pra¢gdodobr 1ze atekavat existenci
povrchovych interakci obalového materialu, mozigast€nou propustnost
obalového materidlu a interakce mezi okrajem akamgtsyra [8]. OdliSna
teplota, obdob# jako u experimentu 1, nea vyznamny vliv na vyvoj
obsahu susSiny v jednotlivych platech.

Do 7. dne zrani hodnoty pH vyraziklesly ve vSech vzorcich, vrstvach
a platech z gmeérné hodnoty 6,25 + 0,05 na 5,12 + 0,03 u kontrdinizorka
a na 5,20 £ 0,02 u vzaikskladovanych za vysSi teploty (P < 0,05), jak je
ukazano na Obr. 4.11. Vii€hu dalSiho zrani pH postupstoupalo, ficemz
mirné rychlejSi fist nastal u vzork skladovanych za vysSsi teploty (P < 0,05).
Vyvoj pH v jednotlivych platech a seébsi odpovidajicich vrstvach byl
podobny (P>0,05; proto je na Obr. 4.11 ukdzan pouzedsvy plat S3
pro kontrolni vorky i vzorky zrajici za zvySené ltdy; hodnoty pH ostatnich
plati nejsou prezentovany). Pokles pH v prvnich dnedmizmize byt
zpasoben mikrobialni fermentaci laktozy na kyselinuémbu [21, 23].
Nasledny vazist pak niZze byt pravdpodobré ovlivnén tvorbou slotenin
zasadité povahy (n&pproteolyzou a vznikem NH a degradaci kyseliny
mlé&cné na jiné latky apod. [12].
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Obr. 4.11: Vyvoj hodnot pH kontrolnich vzark (plné symboly) a vzoik
skladovanych za zvySené teploty (prazdné symbolygdaotlivych vrstvach
stredového platu S3 v zavislosti na datrani (dny): [0 — vrstva | (okraj);
@O — vrstva Il; AA — vrstva lll (sted). Hodnoty pH byly vyja&dny jako paimer;
chybové Usiky vyjaduji smerodatnou odchylku. (n = 18).

4.3.3. Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Obr. 4.12 znazawje vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin
v jednotlivych vrstvach a platech vitehu zraciho pokusu. Jiz od 14. dne
byla pozorovana mignrychlejSi proteolyza ve vzorcich zrajicich za vySs
teploty (P < 0,05). V gibéhu dalSiho zrani za zvySené teploty se intenzita
uvolovani aminokyselin z proteinové matrice &chto vzorki zvySovala,
az v 56. dnu od vyroby byla témndvojnasobna v porovnani s kontrolnimi
vzorky zrajicimi uvedenou dobu ve zracich sklepéeh< 0,05). Prakticky
az na konci experimentu (112. den) se celkovy obaafinokyselin
v kontrolnich vzorcich vyrovnal se vzorky zrajicima vySSi teploty, jejichz
doba zrani byla pouze 56 dni. Intenzitu proteolyyyi holandského typu Ize
tedy aZ zdvojnasobit zvySenim teploty skladovali € nad BZnou teplotu
zrani. Urychleni proteolytickych zin matrice syt Ize vyswtlit zejména
zvySenym mnozstvim LAB disponujicimi mimo jiné mtelularnimi
peptidazami a rowi jejich rychlejSim metabolizmem za vySSi tepla2g]|
Jak urychleni metabolickych ¢gi tak zvySenou rychlost pomnozeni
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mikroorganizni ve vzorcich zrajicich za zvySené teploty Ize pépoedobré
zdavodnit vhodrjSi teplotou pro jejichtst, protoze se jedna ¥ipad sy
holandského typu o mezofilni kultury (optimum tegloistu ~ 30 °C) [142].
IntenzivrgjSi metabolizmus pravgodobré indukuje také rychlejsi lyzi beh
LAB, ¢imZ dojde k wyliti intracelularni tekutiny s enzyrmdyp prostedi syf,
které zde pokralji ve své hydrolytické aktiwit[53, 58].

Z Obr. 4.12 je patrné, Ze ve vSech studovanycegtatS1-S3) byl nejvyssi
obsah FAA pozorovan ve ietovych ¢astech (vrstvy l1ll), a to v obou
pouzitych zracich teplotach (P < 0,05). Naopak i#gjnobsah FAA byl
po celou dobu zrani zaznamenavan v okrajowastech (P < 0,05), a to jiz
od 4. dne po vyrabu kontrolnich vzork, resp. 7. dne u syrskladovanych
za vySSi teploty. 2koliv béhem doby zrani u obou skupin vzorabsah FAA
v jednotlivych vrstvach postupmartstal (P < 0,05), signifikantni rozdil mezi
vrstvami | a Ill vSak getrvaval az do konce experimentu (P < 0,05). Celkov
obsah FAA ve vrsi Il se v piibéhu zrani postuph priblizoval hodnotadm
sledovaného parametru ve festové c¢asti syra. Zji&iné vysledky
0 vyrovhavani obsahu volnych aminokyselin mezi krau vrstvou a okraje
se shoduji s experimentem 1.

Na piibéh proteolyzy ndlo také vliv umisini jednotlivych plai v bloku
syra. Platy S1 a S3 se nezavisle na tépodni po misici zrani signifikant&
liSily v celkovém obsahu FAA (P < 0,05) v sobdpovidajicich si vrstvach
(asti A a C na Obr. 4.12)filRemz nejvySSi mnozstvi volnych aminokyselin
bylo pozorovano ve vrstvachistioveho platu (S3). Koncentrace celkového
obsahu vplatu S2 (v odpovidajicich si vrstvach) m® celou dobu
experimentu pohybovaly mezi hodnotami sledovanéarpetru u pléit S1
a S3. Intenzita proteolyzy se tedy liSi Hapcelym blokem syra. Primarni
proteolytické dje (uvokhovani aminokyselin z proteina peptid) probihaji
nejrychleji ve stedoveécasti syra a simem k okraji jejich rychlost slabne.
OdliSnost  proteolytickych ~ zém  miZe  souviset  siznorodosti
mikroenviromentalniho prostdi, které ovliiuje metabolizmus LAB
a intenzitu jejich hydrolytickych enzyini66, 67, 71].
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Celkovy obbsah FAA (gkg™)

O' ‘_ . 1 " | | 1 | | N 1 ; .

0 20 40 60 80 100
Doba zrani (dny)

Obr. 4.12: Celkovy obsah FAA (') kontrolnich vzork (plné symboly)
a vzorli zrajicich za zvySené teploty (prazdné symbolyy sydamského typu
v jednotlivych vrstvach platu S&ast A), S2 dast B) a S3dast C) v pribehu zrani
(dny): B [ — vrstva | (okraj); @O — vrstva Il; AA — vrstva Il (sted). Hodnoty
obsahu aminokyselin byly vyjahy jako p#mer; chybové uUséky vyjaduji
snerodatnou odchylku. (n = 36).
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4.3.4. Stanoveni obsahu biogennich amihn

4

— histamin [143] — nebyl v fibéhu celého experimentu za obou zracich teplot
detekovan. Bhem 112-ti denniho pokusu byl sledovan vyvoj kotreei
téi biogennich amiin — tyraminu, putrescinu a kadaverinu, ktery je omn&n

na Obr. 4.13-4.15. Produkce biogennich d@miftyraminu, putrescinu
a kadaverinu) byla po celou dobu sledovani intewV u vzorki zrajicich
za zvySené teploty (P < 0,05). Obsahy tyraminurgseinu a kadaverinu byly
u vzorki zrajicich za zvySené teploty 56. den zrani priktidvojnasobné
ve srovnani odpovidajicich si vrstev a plontrolnich vzork 112. den zrani
(P <0,05). Podle vysledkz experimentu 1 je dekarboxylazova aktivita
mikroorganizni mnohem intenzivSi pi vysSi teplot inkubace, coz take
potvrzuje i Pinho [69]. NejvySSi koncentrace byhzmamenany u tyraminu,
coz je pro tento typ syra v souladu s Kompedal. [67]. Nalezené hodnoty
biogennich amii (jejich sowty) dosahovaly v &kterych ¢astech ke konci
experimentu ~ 800 nigg™ (56. den pro vzorky zrajici za zvy3ené teploty)
a ~ 350 m@kg" (112. den pro kontrolni vzorky). Takto vysoké kentace
(zvlase u vzorku zrajicich za zvysené teploty) jiz nejsibai Silla Santos [70]
povazovany za bezpeé, a to i proclovéka s normald fungujicim
metabolizmem. Hodnoty obsahu tyraminu v bzl 00-800 mikg™ jsou
povazovany v potravinach jako toxickéfigemz hem 56 di obsah
tyraminu ve vSech vrstvach sledovanych plae vyznamé priblizil

(v pripads okraje dokonceiesahl) hranici 500 nig™.
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Obsah tyraminu (mgkg™)

Doba zrani (dny)

Obr. 4.13: Obsah tyraminu (mgg') kontrolnich vzork (plné symboly)

a akcelerovanych (prazdné symboly)usgrdamského typu v jednotlivych vrstvach
platu S1 ast A), S2dast B) a S3dast C) v piibehu zrani (dny):l [ — vrstva |
(okraj); @O — vrstva Il; AA — vrstva lll (sted). Hodnoty obsahu tyraminu byly
vyjadeny jako piimer; chybové Uséky vyjadtuji smerodatnou odchylku. (n = 36).
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Obsah putrescinu (mgkg™)

Doba zrani (dny)

Obr. 4.14: Obsah putrescinu (k') kontrolnich vzork (pIné symboly)

a akcelerovanych (prazdné symboly)usgrdamského typu v jednotlivych vrstvach
platu S1 ast A), S2dast B) a S3dast C) v piibehu zrani (dny):l [ — vrstva |
(okra)); @O — vrstva Il; AA — vrstva lll (sted). Hodnoty obsahu tyraminu byly
vyjadeny jako piimér; chybové Uséky vyjadtuji smerodatnou odchylku. (n = 36).
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Obsah kadaverinu (mgkg™)

100+ .

Doba zrani (dny)

Obr. 4.15. Obsah kadaverinu (nigy*) kontrolnich vzork (pIné
symboly) a akcelerovanych (prazdné symboly) syjdamského typu v jednotlivych
vrstvach platu Slc@st A), S2 dast B) a S3 dast C) v pfibehu zrani (dny):
B (] - vrstva | (okraj);®@O — vrstva Il; AA — vrstva lll (sted). Hodnoty obsahu
tyraminu byly vyjageny jako p#meér; chybové Uséky vyjaduji snerodatnou
odchylku. (n = 36).
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Podobr jako u experimentu 1 bylo nejvySSi mnozstvi biogeh amiri
pozorovano v okrajové vrstvbez ohledu na polohu platu i teplotu zrani
po celou dobu experimentu zaznamenavan wvedst syt (P <0,05).
K obdobnym zagram dosgli také Komprdaet al. [67]. Obsahy jednotlivych
biogennich amifn se liSily také v zavislosti na poloze platu, kdsajki plat
vykazoval vyS8Si obsahy odpovidajicich si vrstev pkit stedovy (P < 0,05).
Razné intenzity dekarboxyaich proces v ramci sledovanych bldk sym
mohly byt zmgisobeny rozdilnymi mikroenviromentalnimi podminkauoviniti
sy, které jsou schopny ovlivnit metabolizmus LAB [&]. V experimentu 1
byli za hlavni producenty biogennich arninznaeni fakultativie anaerobni
zastupci NSLAB zrodu Lactobacillus (zejména Lactobacillus casei
Lactobacillus paracaselLactobacillus plantaruna Lactobacillus curvatus

4.3.5. Stanoveni texturnich vlastnosti

Grafické vyjadeni vyvoje tvrdosti r¥enych pozic v jednotlivych platech
a vrstvach kontrolnich s§gr a sy skladovanych za vySSi teploty
je znazorgno na Obr. 4.16. Vden 1 (ihned po vylisovaniresyny
pied vioZzenim do solné l&&nnebyly zaznamenany vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi vrstvami v Zaddném sledovaném platu BS$3 (P> 0,05).
Hodnota tvrdosti se pohybovaldilgizné v rozpsti 4-5 N. Po vysoleni syr
(4. den) byly jasé viditelné diference mezi okrajovou vrstvou a zlgytksyra
(P <0,05). V okrajovych vrstvach (pozice 1-5) u vSetddgvanych plai
DS1-DS3 tvrdost vzrostla na hodnotteywysSujici 12 N (P < 0,05),figemz
pozice 1-5 se v jednotlivych platech neliSily XP,05). Pozice 6 vSak
vykazovala mird mensi tvrdost nez ostatni pozice ve Wskv(P < 0,05),
a to u vSech testovanych plddS1-DS3. B porovnani vrstev Il a lll byl plat
DS1 signifikantg tvrdSi (P < 0,05) neZz odpovidajici si vrstvy plaDS2
a DS3, které se v tvrdosti prakticky neliSily£M®,05). Pozice 12 byla u vSech
testovanych pléat DS1-DS3 nakéi nez zbylé pozice ve vrsidl (P < 0,05)
a byla srovnatelna (20,05) se sedem jednotlivych plat Rozdilnost
v tvrdosti  sledovanych pozic lze vyt vlivem soleni, kdy dochéazi
k dehydrataci povrchové vrstvy syra. V okraj@ésti cihly dochazi ke snizeni
vodni aktivity z divodu gestupu volné vody (syrovatky) zerepiny do solné
lazre v pribéhu soleni [8, 20]. Navic, sodné ionty Zn& zvysSuji iontovou
silu a omezuji tim rozpustnost proteid4]. VyssSi koncentrace soli takaize
inhibovat mikrofléru syra a tim brzdit enzymaticigakce, wetné proteolyzy
kaseinovych frakci [26], coz podporuji vysledky abs volnych
aminokyselin. VSechny vySe zndime dje prispivaji k vyssi tvrdosti okrajové
vrstvy jednotlivych plat. Obdobr se chova také plat DS1, do jehoz celé
hmoty difunduje NaCl rychleji nez do vrstev Il &l plati DS2 a DS3.
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Mezi 4. a 7. dnem doSlo u pozic 7-11 pl&2 a S3 kontrolnich vzaik
I vzorka zrajicich za zvySené teploty ke zvySeni tvrdosti4Z na 6 N
(P <0,05). Tento proces Ize vyt prinikem NaCl do d&chto ¢asti syra
z vrstev | a naslednym bobtnanim proteinové mafi@¢eJedinou vyjimkou
byla pozice 12, u které nedoSlo k signifikantniénin tvrdosti (P= 0,05)
a ktera byla stale miénmekéi nez ostatni pozice vrstvy Il ptaDS2 a DS3
stejre jako ES2 a ES3 (P < 0,05). V platech DS1 a EStUrgest pozic 7-11
ve srovnani se situaci 4. dne prakticky n&zita (P> 0,05). Naopak gtdy
plati S2 a S3 vykazovaly nadéle nizsi tvrdost ve srovrgostatnimi
vrstvami. Sob si odpovidajici platy kontrolniho vzorku a vzorktgjiciho
za zvySené teploty nevykazovaly 3 dny po zahaj&oelarace zrani mezi
sebou vyznamné odchylky v tvrdosti ¥/®,05). Nevyznamny rozdil obsahu
volnych aminokyselin a biogennich amidpovidajicich si vrstev a piét
kontrolnich vzork a vzorki zrajicich za zvySené teploty v 7. dnuxB,05)
poukazuje na prozatim obdobnou intenzitu metabalipiitomné mikrofiéry.

Béhem dalSiho tydne bylo zaznamenano vyznamné smzow@dosti
sledovanych pldti vrstev (P < 0,05). Vifpack vrstev | vSech testovanych
plat a vrstev Il plai S2 and S3 byly popisované &my intenzivigjSi u sy
zrajicich za zvySené teploty ve srovnani s kontnalrvzorky (P < 0,05).
Pokles tvrdosti Ize vysilit predevSim probihajici proteolyzodigemnych
kaseiri. RychlejSi snizovani parametru tvrdosti uisyrajicich za zvySené
teploty Ize pipsat intenzivijSimu metabolizmu ifitomnych mikroorganiziin
a aktivie proteolytickych enzyin [8, 91], coZz dokladaji vysledky
mikrobiologické analyzy a stanoveni obsahu volngfinokyselin.

Vyvoj tvrdosti pozice 6 v jednotlivych platech bylprabéhu zrani pi obou
teplotach odliSny od ostatnich pozic vrstev | (1-Byrdost vySe zmimné
pozice vykazovala signifikangnnizSi hodnoty neZ ostatni pozice vrstvy |
(Obr. 4.16). Vysw¥tleni této skuténosti neni jednoduché a ani dostupna
literatura neposkytuje dostdteu oporu. Objasmi lze obdob#& jako
u experimentu 2 hledat ve faktu, ze bloky syra bylgolné lazni polozeny
na podlozku. Do pozice 6 pak n&be difundovat NaCl fimo (neni pimy
styk této oblasti se solnym roztokem), ale pouzmiat z gilehlych oblasti
vrstvy |. Pravdpodobrg nizSi obsah NaCl pak ine ovlivnit rist
a metabolizmus bakterii nd#éého kvasSeni, detné proteolytickych proces
[67, 71]. Jisty anomalni vyvoj tvrdosti byl do 4@e u kontrolnich vzork
a do 28. dne u akcelerovanych vzogozorovan i u pozice 12 ve srovnani
s ostatnimi pozicemi vrstvy 1l (7-11) pro jednoflivanalyzované platy
(Obr. 4.16). Vys¥tleni miZze byt obdobné jako pro pozici 6.

Do 42. dne doSlo u akcelerovanych vzZork postupnému sniZzovani
tvrdosti (P <0,05) v jednotlivych pozicich. R@n lze tento den
pozorovat vyrovnani tvrdosti jednotlivych pl&fP= 0,05), a to pro &sSinu
pozic na hodnotach 2—3 N. Vyjimku iy pozice 1-5, které u vSech piat
vykazovaly vyS$Si hodnoty tvrdosti 4-5 N (P < 0,0BEhem nésledujicich
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14 dm (56. den) jiz nedoSlo Kk signifikantnim #Znmam tvrdosti
ve sledovanych pozicich, resp. platecte (®05) u akcelerovanych syr

U kontrolnich vzork dochazelo k postupnému sniZzovani tvrdostsvmy
analyzovanych vrstev a ptatlo 56. dne zrani (P < 0,05). 56. den zrani byly
u kontrolnich vzork pozorovany obdobné hodnoty tvrdosti XB,05)
pii srovnani odpovidajicich si ptata vrstev vzorik zrajicich za zvySené
teploty ve 42. a 56. dnu zrani. Do 112. dne zranig¢doSlo k signifikantnim
zmenam tvrdosti  kontrolnich vzotk (P=0,05). RychlejSi vyrovnani
texturnich parameir symi zrajicich za zvySené teploty Ize ébppripsat
intenzivrejSimu piabéhu proteolytickych reakci v matrici za vysSich ichc
teplot [99]. U obou teplot zrani byla pozorovanasiytvrdost pozic 1-5
(u vrstev |) ve srovnani s ostatnimi pozicemi, ragptvami, a to bez ohledu
na polohu platu.

Vyznamré vysSi tvrdost ve vrstv | u vSech pozorovanych piat
Ize prav@podobré prisoudit vy§Simu obsahu suSiny v okrajové wsktera
mohla ovlivnit rychlost proteolyzy, na kterou pouakige ve své praci Fogt
al. [8].

Tab. 5 znazawuje hodnoty k koeficientu (indikator elastické slozky
materialu), ktery byl vyp&ten pomoci metody nelinearni regrese s vyuzitim
Pelegova modelu. Po vysoleni swyznamr vzrostla elasticita ve vSech
sledovanych pozicich a platech (P < 0,0®2hd@&nctyt tydni elasticita vzork
klesala jak u kontrolniho, tak i u syra, ktery zzalzvySené teploty (P < 0,05).
Pokles elasticity byl mighintenzivrejSi u vzorki zrajicich za zvySené teploty
(P <0,05). Po dobu celého experimentu vykazovalyiqge 1-5 nejvyssi
hodnoty koeficientu k ve srovnani s ostatnimi pozicemi. Hodnoty pozic
6 a 12 byly mira nizSi nez ostatni pozice viplusnych vrstvach (vrstvy |
a ll), coz koreluje s poznatky vyvoje tvrdostiéetito Usecich. Ze zji&tych
vysledka Ize tedy usuzovat vliv difize NaCl na elasticitiras V piiibéhu
zrani dochazelo k mirnému poklesu hodngt(R < 0,05). Elasticita vzoitk
se u ¥tSiny pozic a plat ustélila obdob#é jako u analyzy tvrdosti 56. den
u kontrolnich vzorl, resp. 42. den u vzaikzrajicich za zvySené teploty.
Vysledky tvrdosti dote koreluji s parametrem,k(r = 0,8377) ktery
je povazovan za miru elasticity polotuhych potravAnalyza pomoci stress
testi a nasledné vyhodnoceni Pelegovym modelem je vhmoddgphkem
ukazatele tvrdosti a whterych gipadech citli¢ji odhaluje rozdily
v texturnich vlastnostechipodnich syi.
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Obr. 4.16: Diagram znazotujici hodnoty tvrdosti (N) pro kazdou
ze 13 pozic v platech S1, S2 a S3, které bylwtsydeghem zrani (pémer; n = 6).
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Tab. 5: Hodnoty parametrukziskanych ze z&tové Kivky 13 pozic (n = 6;
prumer £ SD) v jednotlivych platech syra zrajicihgid0 °C a 16 °C (S1, S2

a S3) pomoci Pelegova modelu *

Den Plat Pozice ** k — hodnota
10 °C 16 °C
1 S1  1-5 1,62 + 0,01A , ND ***
6 1,59 +0,066A, ND
7-11 1,57 + 0,02A , ND
12 1,56 + 0,00A , ND
sted 1,55 + 0,00A , ND
S2 15 1,58 + 0,0PA , ND
6 1,54 + 0,00 A, ND
7-11 1,55 + 0,041A , ND
12 1,53 +0,00A , ND
sted 1,53+ 0,00A , ND
S3  1-5 1,59 + 0,0?A , ND
6 1,53+ 0,00 A, ND
7-11 1,55 + 0,01A , ND
12 1,51+ 0,00A ND
sted 1,53+ 0,01 A, ND
4 S1 15 1,83+0,08, ND
6 1,79+ 0,06 B, ND
7-11 1,75 + 0,09B , ND
12 1,75+ 0,00B , ND
sted 1,74 +0,02B, ND
S2 1-5 1,84 + 0,02B ND
6 1,72+0,00B, ND
7-11 1,73 +0,01B, ND
12 1,72+0,00B, ND
sted 1,69 +0,02B,, ND
S3 1-5 1,82 +0,07B, ND
6 1,75+ 0,06 B, ND
7-11 1,73+ 0,04B, ND
12 1,68 + 0,00B . ND
sted 1,67 +0,0iB ND
7 S1  1-5 1,83+ 0,038, 1,80 + 0,03 A ,
6 1,74+0,08C, 1,71+ 0,02 A,
7-11 1,74 + 0,02B , 1,71+ 0,02 A ,
12 1,70+ 0,08 C, 1,73+ 0,02 A,
sted 1,63 +0,00C, 1,65+ 0,0f A,
S2 1-5 1,82 + 0,038 , 1,82+ 0,02 A,
6 1,72+ 0,06 B , 1,73+ 0,00 A ,
7-11 1,72 + 0,02B , 1,74+ 0,03 A,
12 1,67 +0,00C.; 1,68+0,00A,
sted 1,60 +0,0iC, 1,63+0,0f A,
S3 1-5 1,79+ 0,02B , 1,79+ 0,03 A ,
6 1,71 +0,06 C, 1,70 + 0,00 A
7-11 1,70 + 0,02B , 1,73+ 0,02 A,
12 1,66 + 0,00B 1,67 +0,00 A,
sted 1,67+0,0iB,t 1,65+0,0fA.*T
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(Tab. 5. pokracovani)

Den Plat Pozice ** k — hodnota
10 °C 16 °C
14 S1 15 1,88 + 0,0C , 1,90 + 0,02 B,
6 1,83+ 0,06 D 4 1,81 +0,00 B,
7-11 1,72 + 0,05B , 1,71+ 0,05 A ,
12 1,67 +0,00D, 1,69 +0,00B ,
sted 1,67 +0,0iD, 1,67 +0,03A ,
S2  1-5 1,93 +0,02C,, 1,90 + 0,04 B ,
6 1,86 +0,0fC,t 1,83+0,0P Byt
7-11 1,75 + 0,03B , 1,74 + 0,04 A ,
12 1,67 +0,02C, 1,66 + 0,0 Ay,
sted 1,68+0,0iB,1 1,65+ 0,0f A .t
S3  1-5 1,93 + 0,04C,, 1,890+ 0,02 B,
6 1,84+0,00D .t  1,81+0,00B,t
7-11 1,74 + 0,03B , 1,70+ 0,03 A,
12 1,65 +0,00B 1 1,63+0,00B,1
sted 1,64+0,08B,1 1,62+ 0,00B,t
28 S1 15 1,81 + 0,08, 1,78+ 0,03 A ,
6 1,75+ 0,06 C, 1,74 + 0,00 A ,
7-11 1,71 +0,02B .t 1,67 +0,03A .1
12 1,64 +0,00D ,1 1,60 + 0,00 C,*
sted 1,65+0,02C,D,T 1,61+0,02B,t
S2 1-5 1,79 + 0,088 ,p 1,75+ 0,03 C,
6 1,72+0,06B, 1,70+ 0,0 A,
7-11 1,70 + 0,03B , 1,69 +0,02B,
12 1,66 +0,0iC,t 1,63+ 0,00B .t
sted 1,63 +0,0iC.t 1,60+ 0,0£B .t
S3 1-5 1,77 + 0,04B ,, 1,75+ 0,03A,C.
6 1,72+0,00B, 1 1,70+ 0,00 A , T
7-11 1,68 + 0,03B, 1,65+ 0,02 B,
12 1,53 +0,00A 1 1,50 + 0,00 C. 1
sted 1,53+ 0,08A T 1,51 +0,0f Cpt
42 S1 15 1,78 + 0,0 .1 1,70+ 0,02 C .t
6 1,64 +0,00D .1 1,59 + 0,02 C .1
7-11 1,59 + 0,02A .1 1,54 +0,02 C,*1
12 1,55+ 0,00 A .1 1,50 + 0,00 D 51
sted 1,53+ 0,08A .1 1,49 + 0,08 C,t
S2 1-5 1,79 + 0,02B .1 1,68+ 0,02D,%
6 1,63+ 0,060 C,t 1,53+0,00D,t
7-11 1,62 +0,02C .t 1,56 +0,03C,*
12 1,51 + 0,00A .1 1,48 + 0,06 C 1
sted 1,53 + 0,01 A .1 1,40 + 0,03 C, 1
S3 1-5 1,76 + 0,02B , T 1,71 + 0,04 C .1
6 1,60 +0,06C, T 1,56 + 0,00 C 1
7-11 1,60 + 0,03C .t 1,56+ 0,08 C,*t
12 1,51 + 0,00A 1 1,45+ 0,06 Dyt
sted 1,53 +0,01A .1 1,46 +0,0£D .1
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(Tab. 5: pokracovani)

Den Plat Pozice** kb — hodnota
10°C 16°C
56 S1 15 1,72 +0,0D , 1,71+ 0,02 C,
6 1,58 + 0,00 A » 1,57 +0,0f C,
7-11 1,56 + 0,02A , 1,55+ 0,02 C,
12 1,47 + 0,00 E , 1,46 + 0,02 E ,
sted 1,46 + 0,02E, 1,47 + 0,0 C,
S2 15 1,69 + 0,02C 1,68 + 0,02 D,
6 1,54 +0,02 A, 1,52+ 0,0 Dy
7-11 1,58 + 0,02A , 1,56 + 0,02 C,
12 1,51 +0,0fA, 1,49 + 0,02 C,
sted 1,41 +0,02D, 1,40 + 0,08'C,,
S3 1-5 1,70 + 0,02D , 1,69 + 0,0 C,
6 1,55+ 0,00 A, 1,54 +0,0f C,,
7-11 1,52 + 0,02A 1,50 + 0,03 C,,
12 1,46 + 0,00C 1,45+0,02D,
sted 1,47 +0,0iC, 1,44 +0,03D 4
84 S1 15 1,71+ 0,0D, ND
6 1,57 + 0,06 A , ND
7-11 1,55+ 0,02°A, ND
12 1,55 + 0,00A , ND
sted 1,53 +0,02A , ND
S2 1-5 1,70 £ 0,02C, ND
6 1,56 + 0,06 A , ND
7-11 1,55 + 0,02A , ND
12 1,48 + 0,00A ND
sted 1,44 +0,0iD ND
S3 1-5 1,70 £ 0,02D , ND
6 1,55+ 0,00 A , ND
7-11 1,57 +0,04C, ND
12 1,50 + 0,00A ND
sted 1,49 + 0,02C. ND
112 S1  1-5 1,69 + 0,02 , ND
6 1,57+ 0,02 A, ND
7-11 1,54 + 0,02A , ND
12 1,52+0,02°A, ND
sted 1,51 +0,02A , ND
S2 15 1,68 + 0,02C ND
6 1,56 + 0,08 A , ND
7-11 1,55 + 0,02A , ND
12 1,47 + 0,02A , ND
sted 1,47 +0,0iD, ND
S3 1-5 1,68 + 0,00D , ND
6 1,57+ 0,06 A, ND
7-11 1,56 + 0,05C, ND
12 1,51 +0,02A , ND
sted 1,49 + 0,02C, ND
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* Praméry ve sloupci (rozdily mezi pozicemi v jednotlivygtatech) s odliSnymi pismeny
v hornim indexu se statisticky odliSuji (P < 0,0B@dnoty v jednotlivych platech a dnech
byly hodnoceny samostatnPrimery ve sloupci (rozdily mezi platy u jednotlivych 700)

s odliSnymi pismeny v dolnim indexu se statistidd}liSuji (P < 0,05); jednotlivé pozice
v daném dnu byly hodnoceny samostatRiiméry ve sloupci (rozdily v dab zrani)
s odlisSnymi velkymi pismeny se statisticky odlis{ii < 0,05); hodnoty jednotlivych pozic
v jednotlivych platech byly posuzovany samostat®Priméry viadku (rozdily mezi
teplotou zrani — kontrola a vzorek zrajici za zw&Sdeploty) s kzem (1) (P <0,05)
se statisticky liSi.

** \/ysledky pozic 1-5 byly slotenny do jedné hodnoty, protoZe hodnoty &@mé v 1., 2.,
3., 4. a 5. pozici se statisticky neodliSovaly>(P,05). Na stejném principu je tvrdost pozic
7-11 také reprezentovana jednim vysledkem.

*ek ND — hodnoty neby|y néreny.
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4.3.6. Senzorickd analyza

Z hlediska senzorické analyzy nebyla wulghhu zrani kontrolnich
ani akcelerovanych vzoikzaznamenana signifikantni intenzita pachuti (syry
byly hodnoceny stupni 1 nebo 2). Na konci zranitkanich vzorki (112.
den) i produki, které byly podrobeny akceleraci zrani (56. degla chu’ a
viné symi posuzovateli hodnocena kladinez defeki (stupdi 2).
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5.PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Zrani syf predstavuje slozity proces, ktery zahrnuje jak mikstdgicke
tak biochemické &e a podili se na vyvoji senzoricky aktivnich latek
ale i konzistence syru. Délka a podminky zrani @iezitymi faktory, které
tyto zmeny ovliviwlji a jsou charakteristické pro dany typ produluwelmi
oblibenym pirodnim syéim vCeské republice p#t jiz tradiéng syry
eidamského typu, kteréadime mezi syry s nizkodfitianou syeninou.

U téchto syfi se teploty zrani pohybuji obvykle v intervalu 8-1€

a dopordgena doba zrani se uvadi v rozmezi 6-8 iyddaklady spojené
expedici svych vyrobk a naslednému skladovani za chladirenské teploty.
Snizeni teploty ma za néasledek zpomaleni probibhjigroces, které maji
piimy vliv na jakost produktu. K ffinosim této prace je moznéiipdit
zejména popis dopadu odlisSnych zracich/skladovam¢imi na distribuci
vybranych slozek v ifrodnim syru holandského typu a porovnani vlivu
chladirenské a zvySené teploty na vyvoj kvalitdtirenak.

Z predloZzené prace vyplyvaji nasleduji¢inmsy v oblasti gdy:

* byl popsan vyvoj distribuce vybranych slozek (zejaébsah susiny,
NaCl, volnych aminokyselin a vybranych biogennichmirai)
a vybranych texturnich paramitrv praibéhu zrani za tznych
skladovacich rezif

+ byl zdokumentovan odliSny vyvoj obsahu suSiny, Na@blnych
aminokyselin a vybranych biogennich amin jednotlivych ¢astech
bloku syra, a to u vSech aplikovanych teplotnichzimé
zrani/skladovani; s@asre byl také sledovan proces vyrovnavani olisah
nekterych slozek v bloku,

« byl popsan vyvoj texturnich paramietrv pribéhu proce8 zrani
za tiznych teplotnich podminek,

+ bylo potvrzeno, Ze teplota zrani je jednim Zddiych parametr
ovliviwujicich pfibéh zracich proceds

+ byla aplikovana metoda texturni analyzy s vyuZitstress test
a nasledného vyhodnoceni pomoci Pelegova modeto; rreetoda
je pouzitelna pro podminky sledovani zracich procegirodnich syi,

+ bylo zjiS€no, Ze obsah biogennich arhinv syrech eidamského typu
muaze byt vyznamny z toxikologického hlediska, coz laye nutnost
dalSich studii v této oblasti,

« vyznamnymi producenty biogennich arnine sledovanych vzorcich
byly nezakysové bakterie ndléeého kvaSenfadici se zejména do rodu
Lactobacillus
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Z predlozené prace vyplyvaji nasleduji¢irmsy v oblasti praxe:

bylo prokazano zpomaleni zracich praces ovlivreni jakosti sy,
které byly gedtasré vyskladrény do chladirenskych teplot,

z hlediska senzorické analyzy sfadtitelé bohuzel nepreferovali deb
vyzralé syry ped meg zralymi, které byly pedcasreé vyskladreny
do chladirenskych teplot. Tento 2zavje alarmujici a zaslouzil by
Si pozornost ze strany{nyslu i statnich instituci,

bylo owteno, Ze zvySeni teploty o 6 °C urychli zraci prggaebihajici
v matrici syra a mohou zkratit gebnou dobu zrani fplizné
na polovinu,

produkty, které zralyip zvySené tepl@t byly senzoricky Hjatelné,
analyzované syry eidamského typu obsahovaly rekatiysoké obsahy
biogennich amii; v budoucnu Ize i@dpokladat regulaci obsahéchto
slouwten ze strany legislativy;

byla owiena pouzitelnost metodikykéni bloku syra do dfich sodasti
(jednotlivych plah a vrstev).
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6.ZAV ER

Cilem diserténi prace bylo sledovat distribuci vybranych slozek
v ptirodnim syru holandského typu vibghu zrani a rové¢ vybrané teplotni
podminky pro zrani, resp. skladovani, které tutrihuci mohou ovlivnit.
Pro naplgni vySe zmianého cile byly realizovany 3 skladovaci experimenty
(experiment 1 se 3 zracimi/sladovacimi rezimy, expent 2 zamsieny
zejména na vyvoj texturnich vlastnosti Hapblokem syra, experiment 3
vyuZzivajici zvySenou teplotu skladovani pro akaaerzracich procés.
Probihajici zrany byly sledovany pomoci mikrobiologickych, chenyick
a texturnich metod a dale metod senzorické analflayzaklad vysledki
piedloZzené disertai prace je mozné vyvodit nasledujici &dv

 intenzita mikrobialnich a biochemickych &m se liSila v zavislosti
na pozici v bloku syra,

* byly shledany signifikantni rozdily v ptu mikroorganizmi mezi
vzorky skladovanymi zaiznych teplotnich reZzify

» vyznamné rozdily v pfiu mikroorganiznmi byly pozorovany také mezi
okrajovou vrstvou a stdem syra, fiéemz vySSi péty byly pozorovany
v okraji,

» pouzité zraci/skladovaci rezimy n&gvyznamny vliv na vyrovnavani
obsahu susiny a NaCl ve vrstvach jednotlivychiplékvilibrace obsahu
NaCl v jednotlivych vrstvach plat bylo dosazeno v pb¢hu
30 dru zrani,

e obsah suSiny ve vrsivl byl priblizné o 1-2 % vysSi ve srovnani
se zbytkem syra bez ohledu na rezim zrani/skladpvan

o uvoliovani FAA, které jsou vyznamnymi prekurzory senaiyi
aktivnich latek, z proteinové matrice bylo zpomalepredtasnym
vyskladrenim do chladirenské teploty; nizSi proteolytickoktivatu
za nizsi teploty zrani/skladovani potvrdila takéSSPAGE analyza,

* naopak skladovanim za zvySené teploty (0 6 °C) Ipylateolyticka
aktivita vyrazr urychlena; pozorovany byly prakticky dvojnasobné
hodnoty obsaln FAA u vzorki, kde byla provedena akcelerace zrani,
ve srovnani s kontrolnimi vzorky,

» ve vzorcich syir byly v pribéhu zrani detekovany tyramin, putrescin
a kadaverin; histamin nebyl prokdzan v zadném pekiz

 obsah celkového obsahu biogennich dmimostl intenzivaiji
se stoupajici teplotou zrani a naopak,

* vy8Si mnozstvi biogennich aniinbylo detekovano v okrajovych
vrstvach plai bez ohledu na rezim zrani/skladovani,
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» za hlavni producenty biogennich afhifbyli ozna&eni fakultativré
anaerobni zastupci NSLAB z rodlactobacillus(zejménd.actobacillus
casej Lactobacillus paracaselactobacillus plantaruna Lactobacillus
curvatug,

 k rychlej§imu sniZzovani hodnot tvrdosti dochazeloéhdm
zrani/skladovani za vySSich teplot,ficemz byly pozorovany
signifikantni rozdily mezi okrajem arstlem syru.

Diserta&ni prace upozduje na dlezitost zachovani vhodnych podminek
a zejména dostateé doby zrani pro optimalni vyvoj organoleptickych
ale také funknich vlastnosti vysledného produktu. Zraci proaesyou byt
relativreé snadno ovliveiny teplotni reZimem zrani/skladovani, ktery
ma @imy dopad na intenzitu mikrobidlni a biochemickyiia. Kombinace
vhodné teploty a doby zrani jéldzitym grednetem vyzkumu, ktery by mohl
napomoci ke zlepSeni organoleptické jakosti ziejigtirodnich syi.
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10. SEZNAM PRILOH

P¥iloha A:

Priloha B:

Priloha C:

Priloha D:

Dotaznik pro senzorické hodnoceni tsyholandského
skladovanych za Jiznych teplotnich rezitn(experiment 1)

Stupnice pro senzorické hodnoceni asyholandského
skladovanych za Jiznych teplotnich reziin(experiment 1)

Dotaznik pro senzorické hodnoceni tsyholandského
skladovanych za zvySené teploty (experiment 3)

Stupnice pro senzorické hodnoceni usyholandského
skladovanych za zvySené teploty (experiment 3)
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Priloha A: Dotaznik pro senzorické hodnoceni tsyholandského typu
skladovanych za Jiznych teplotnich reziin(experiment 1)

Protokol pro senzorické hodnoceni pirodnich syri holandského
(eidamského) typu

Datum:; Cas: Jméno:

Senzorické hodnoceni s pouzitim stupnic

Vzorek Ukazatel
Vzhled a barva | Konzistence| Ch# a viiné Tuhost Cizi pachuti
A
B
C

Poradova zkouska

Porovnejte vzorky syirdle tuhosti (1 — nejtuzsi; 3 — nejnécnihy)

Vzorek A B C

Tuhost

Porovnejte vzorky syir dle intenzivni syrové chuti (1 — nejintenz§gi;
3 — nejmén intenzivni)

Vzorek A B C

Intenzita chuti
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Porovnejte vzorky syirdle preferenci (1 — nejlepsi; 3 — nejhorsi)

Vzorek A B C

Preference

Vniméate-li v nékterém ze vzorki cizi prichut’ ¢ pachut’ charakterizuijte ji

Vzorek Pachw’

A
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Priloha B: Stupnice pro senzorické hodnoceni usyholandského typu
skladovanych za 3uenych teplotnich reziin (experiment 1).
Dotaznik gevzat a upraven dleti et al.[127].

Hodnoceni @rirodnich syria holandského typu

Vzhled a barva

1. Vynikajici — povrch syit suchy, jemna a neporuSend pokoZzka, hladka,
jemne zrnita po lisovani na peife, vzhled a tvar syra pravidelny bez #lis
nerovnosti, barva syrovéh@sta smetanova, u zralych g8ysmetanoy
nazloutld, homogenni na celéazu.

2. Vybornd — povrch syra suchy, neporusSeny, hladky s malanypa
nerovnostmi (vlisy), tvar syra pravidelny, odpoyida deklarovanému
vzhledu, barva syrovéhoédta homogenni v celé hndots odstinem
smetanovym az zlutym.

3. Velmi dobrd — povrch syra suchy,ifpadré jemre vihéi, neporuseny,
hladky, vzhled syra pravidelny s menSimi nepravidsimi, mirné
odchylky od homogenni smetanové, resp. naZloutkyyba tsta jsou
piipustné. Tvar syra celistvy.

4. Dobra — povrch syr&isty, suchy, pip. jemré zmazovaily na povrchu
v disledku vypoceného tuku, resp. vlhkosti, vzhled syravidelny,
piipousti se mensSi @et patrnych vli8 na povrchu cihly, malé odchylky
od homogenni smetanoveé, resp. nazloutlé barvy. Wys&revnych skvrn
negipustny.

5. Meéné dobra - povrch syra vihky, na povrchu omezeny vyskytiatiz
barevnych skvrn a odstin(skvrnitost), znatelné vlisy na povrchu, mirné
deformace tvaru syra, barva syra miimramorovita, nehomogenni.

6. Vyhovujici — povrch syra mazlavy, na povrchu vyskyt ciziclnelaaych
skvrn a odsti, siln¢jSi vlisy na povrchu, deformace tvaru syra, basua s
mramorovita, nehomogenni, solny prstenec pod pevwnciBarvadsta syra
negirozere bila.

7. Nevyhovujici — povrch a tvar syra deformovany, nepravidelny, rpov
silné naruSeny, barva syra netypicka s cizimi odstirgpt.nv disledku
plisni. Barva syrovéhoésta nehomogenni, bilé neprozraéstd, v st
silnd mramorovitost, cizi barevné odstiny, hnilobné&da.
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Konzistence

1.

Vynikajici — t¢sto syra vléné, celistve, jemné na skusu, ndirnztiratelné,
lehce polikatelné. N&ezu v st syra maly poet ok velikosti hraSku, oka
Cista, hladkd, pokud mozno rovnémé rozlozena. Nevyskytuje
se provzdusini tsta, syrovatkova hnizda, trhlinky apod.

Vyborna - tésto celistvé, vliéné az roztiratelné, jemné na skusu.iszu
vétSi paiet typickych ok velikosti hraSku. \éd&€ syra gipustné mirné
provzdusgni, nevyskytuje se syrovatkové hnizdo.

Velmi dobra — tsto celistvé, viéné az roztiratelné. Pod povrchem syra
se @ipousti mirk tuzsi. Ripousti se ,slepy” syr (bez ok).¢$to mize byt
slak® provzdusgné, ojedile se vyskytuje syrovatkoveé hnizdo.

Dobra — tsto celistvé, mir&tuzsi, resp. #kci. Pod povrchem nebo vste
se fipousti ojediglé trhlinky nebo mirna i@chovitost ok. Epousti se
,sSlepy syr®, slabsi provzdusni a mensi vyskyt syrovatkovych hnizd.

Méné dobra — konzistence men celistva, nehomogenni, tuzsi, ndrn
viditelny solny prstenec pod povrchem syra, ok&chovita, castjsi
trhlinky v tést¢ syra, provzdudmi a vyskyt syrovatkovych hnizd.

Vyhovujici — konzistence malo celistvagsto tuhé nebo ifliS mekké
az mazlavé, patrny solny prstenecigpbeny nedostateym prozranim
syra, oka techovita nepravidelna, netypickda, naadng trhlinky v tst
syra,casté provzdud&mi a hojny vyskyt syrovatkovych hnizd.

Nevyhovujici — konzistence neni celistv4, trhliny &€ po dueni, €sto
tuhé, gumovité, rozpadavé, potrhané, drobivéo\#ia, provzduséna oka,
netypicka, dechovita.

Chut a viiné

1.

Vynikajici — chu’ cist4, typicka pro eidamské syry, jegnmlécna nakysla,
nebo nasladla, vyrazna a plna dskkdku hlubokého prozrani syra,
harmonicka. \né charakteristick&lista bez jakychkoliv cizich path

Vyborna - ¢ist4, harmonickda, mééa nakysla, nebo kko mandlova
po pouZzitych kulturach, stale vyrazna a typickaislédku odpovidajiciho
prozrani syra. \iné stalecista a harmonicka.

Velmi dobr4d — winé cista, harmonickd, chus gipustnymi mirnymi
odchylkami v harmonii, ndp hatko mandlovd, miré slargjSi nebo
kyselejsi.

Dobr4d — stale typickd pro eidamské syry, mozné odchylkykdsti,
slanosti nebo kyselosti.
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5. Méné dobra — chu’ mérg harmonickd. Vyrazh previada wktery
z hodnocenych deskriptiorviné nag. kyselost, htkost, cizi gichuw’,
slanost apod. Veiwni se vyskytuji cizi fipachy.

6. Vyhovujici — chut’ neharmonicka. Veani se mohou vyskytovattijatelné
cizi pripachy (neistd4, netypickd, cizi, sladova, naZlukla, nasladla
po dueni).

7. Nevyhovujici — haka, paliva, ose kysela, zatuchla, plesniva, Zlukla,
hnilobna, nefijatelna cizi chd po chemikalii. Ve uni vyrazré negijatelné
cizi pripachy, po chemikaliich, hnilobné, zatuchlé, Zlubédd.

Tuhost

1. Syr velmi tuhy — tuhost syra jefidiS vysoka, syr je Spatrzvykatelny

2

3.

4. Optimalni tuhost syra

5.

6

7. Syr mékky az rozbiredly — syr je rozpadavy az roidully

Cizi pachuti

1. Syrje bez cizich pachuti

2.

3.

4. Pachuti akceptovatelné- syr obsahuje ciziffchuti a nebo pachuti — stale
vSak akceptovatelné pro konzumaci

5.

6.

7. Odporné pachuti— naprosto napatelné, koncentrace pachuti naprosto

odporna
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Priloha C: Dotaznik pro senzorické hodnoceni tsyholandského typu

skladovanych za zvySené teploty (experiment 3)

Protokol pro senzorické hodnoceni pirodnich syri holandského

Datum:

(eidamského) typu

Senzorické hodnoceni s pouzitim stupnic

Jméno:

Vzorek

UKAZATEL

Chut a viiné

Cizi pachuti

Vniméate-li v nékterém ze vzorki cizi prichut’ ¢i pachut’ charakterizujte ji

Vzorek

Pachw’

A
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Priloha D: Stupnice pro senzorické hodnoceni usynolandského typu

skladovanych za zvySené teploty (experiment 3)

Hodnoceni @rirodnich syria holandského typu

Chut a viiné

1.

Cizi

Vynikajici — chu’ Cist4, typicka pro eidamské syry, jegnmlécna nakysla,
nebo nasladla, vyrazna a plna dskkdku hlubokého prozrani syra,
harmonicka. Mné charakteristick&lista bez jakychkoliv cizich path

Vyborna - ¢istd4, harmonickd, méa nakysla, nebo koo mandlova
po pouzitych kulturach, stale vyrazna a typickaisledku odpovidajiciho
prozrani syra. \iné stalecista a harmonicka.

Velmi dobr4d — winé cista, harmonickd, chus gipustnymi mirnymi
odchylkami v harmonii, ndp hako mandlova, miré slargjSi nebo
kyselejsi.

Dobra — stéle typicka pro eidamské syry, mozné odchyhoykosti,
slanosti nebo kyselosti.

Méné dobra — cht’ meére harmonickd. Vyrazh prevliada w®ktery
z hodnocenych deskriptiorvané nag. kyselost, htkost, cizi gichw’,
slanost apod. Vetni se vyskytuji cizi fipachy.

Vyhovujici — chu’ neharmonicka. Veuni se mohou vyskytovatigatelné
cizi pripachy (neistd4, netypickd, cizi, sladova, naZlukla, nasladla
po dueni).

Nevyhovujici — hakd, palivd, ose kyseld, zatuchld, plesniva, ZIukla,
hnilobna, nefijatelna cizi chd po chemikalii. Ve uni vyrazré negijatelné
cizi pripachy, po chemikaliich, hnilobné, zatuchlé, Zlubédd.

pachuti

hPoONE

No O

Syr je bez cizich pachuti

Pachuti akceptovatelné- syr obsahuje cizitfchuti a nebo pachuti — stale
vSak akceptovatelné pro konzumaci

Odporné pachuti — naprosto ndfjatelné, koncentrace pachuti naprosto
odporna
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