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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva srazenim mlécénych bilkovin pii vyrobé ptirodnich syru.
Obsahuje strucny popis jednotlivych typt koagulacnich Cinidel a jejich rozdéleni podle pu-
vodi (zivoc€isné, rostlinné, mikrobidlni), jsou zde popsany také zakladni informace o rekom-

binantnim chymosinu. Soucasti prace je také popis faktorti ovliviiujici srazeni.

Kli¢ova slova: srdzeni, chymosin, kaseiny, syry, vyroba syrii

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the coagulation of milk proteins during cheesemaking. There
also described types of coagulants devided by origin (animal, plant, microbial), there are also
information abou recombinant chymosin. It coantains a breif description of factors acting

during coagulation.

Keywords: coagulation, chymosin, casein, cheese, cheesemaking
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UvVOoD

Kocovné kmeny z jizni Asie a Stiedniho vychodu pfi ptipravach na dlouhé cesty mléko
nalévaly do kozenych vakl vyrobenych ze zaludki mladych domacich zvirat. Vaky byly
zavéSeny na hibety koni a mléko se vlivem enzymt ze zvitecich zaludkt, natfasani za jizdy
a sluneCnich paprskd, které dodavaly teplo, pfeménilo v bledou, nakyslou tekutinu
(syrovatku), ve které plavaly shluky bil¢ sraZzeniny — syfeniny. Syfenina byla povazovana za
velmi vhodny dopln¢k stravy a tekutd syrovatka slouzila jako prostfedek pro uhaSeni Zizné.

(1)

Pozdé&ji se zacaly vyuzivat suSené kravské zaludky a enzymy z nich ziskané. Tyto enzymy
poskytuji lepsi kontrolu nad vyrobou syrt. V dusledku nartstu produkce syru bylo nutno
najit dalsi zdroje koagulanti s vhodnymi specifickymi vlastnostmi: vysokd koagula¢ni
aktivita pfi pH a teploté, které¢ jsou vhodné pro vyrobu syri; dostacujici termostabilita a
zaroven moznost inaktivace aktivniho koagulantu. Mnoho proteaz, které koaguluji mléko,
vSak tyto pozadavky nespliiuje. Nartst celosvétové produkce syrii zptsobil vznik velkého
mnozstvi studii zabyvajicich se mlécnymi koagulanty. (2) Cilem prace bylo popsat vyuziti
vhodnych koagulantl pro vyrobu pfirodnich syrt a faktory, které ovliviiuji vznik syfeniny a

jeji vlastnosti.
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1 PRIRODNI SYRY

MIéko je sekret mlécné zlazy savcu urceny k prvotni vyzive jejich mlad’at. Jedna se proto o
komplexni potravinu obsahujici vSechny nutricné vyznamné latky. (3) Mléko nékterych zvi-
fat, predevsim kravské, buvoli, kozi a ov¢i je pouzivano pro lidskou vyzivu jako takové,

nebo ve formé mlécnych produkta. (4)

Syr je vyhlaskou ¢. 397/2016 Sb. definovan jako: ,,mlécny vyrobek vyrobeny vysrazenim
mlécné bilkoviny z mléka plisobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagulaénich cinidel,

odd¢lenim podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim®. (5)

1.1 Technologické operace pri vyrobé syri.

Pti pfijmu mléka jsou nejdiive odstranény mechanické necistoty filtraci nebo centrifugaci.
Poté nasledu;ji dalsi operace zahrnujici ipravu mléka pted syfenim, vlastni syieni, zpraco-
vani syfeniny a zrani. (3)

U mléka se provadi fada operaci, které vedou ke snizeni po¢tu mikroorganismil i jejich spor.
Pasterace mléka zajiSt'uje zdravotni nezdvadnost syrti. Pro vyrobu se nej€asteji pouziva Se-
trn4 pasterace, obvykle zahfev na 74 °C po dobu 15 vtefin. Vyssi pasteracni zdhfevy mohou
byt problematické, protoze se zhorSuje syfitelnost mléka a oddélovani syrovatky. (7) Po-
moci procest baktofugace a mikrofiltrace 1ze z mléka odstranit také mikroorganizmy, které
nejsou béznymi pasteracnimi zékroky inaktivovany a mohly by zpisobit vady zejména u
zrajicich syri. Baktofugace vyuziva k odstranéni bakterii a spor odsttedivou silu, pti mikro-

filtraci mléko protékd membranou s pory o velikosti 1 um.

Kazdy syr je charakterizovéan urcitou hodnotou tuku v susing, proto se v ndvaznosti na tepel-
ného oSetteni provadi také standardizace tu¢nosti mléka. Homogenizace mlé¢ného tuku se u
zrajicich syra zpravidla neprovadi. Do syrafského mléka se pridava chlorid vapenaty, ktery
zlepSuje syfitelnost a zvysSuje pevnost vzniklého gelu. Je mozné aplikovat dusi¢nan draselny,
ktery omezuje dufeni syrt, zplisobené ¢innosti koliformnich bakterii. (3)

Ptidavek zékysovych kultur bakterii mlééného kvaseni je nezbytnym predpokladem vyroby
vSech tvaroht i1 syrt. Bakterie upravuji kyselost mléka, pomahaji fermentaci laktozy a
ucastni se proteolytické a lipolytické aktivity v priabehu zrani, coz utvaii senzorické vlast-
nosti. Vyrazny je také jejich vliv na texturu a konzistenci.

Kli¢ovou operaci pti vyrob¢ syru je koagulace mlécnych bilkovin. (8) Kasein se z mléka

srazi jednak pii snizeném pH na hodnotu blizkou izoelektrickému bodu, jednak plisobenim
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enzymdu. V prvnim ptipadé mluvime o tzv. kyselém srazeni, které se uplatituje jen u nékolika
syru, predevsim u tvarohtl. (3) Ve druhém ptipadé€ jde o tzv. enzymatické srazeni, kdy se
vyuziva enzym chymosin, pfipadné jiny enzym s podobnou koagulacni aktivitou. V pfitom-
nosti Ca?" iontfi pak dochazi ke koagulaci kaseinu. (8) Proces srazeni vede ke vzniku sou-
vislého proteinového gelu, ktery je pak zpracovavan. Zakladni faze zpracovani jsou krajent,

michani, dohtivani, dosouseni, prani a formovani syrového zrna.

Dalsim krokem je soleni, které ma vliv nejen na vyslednou chut’, ale ovliviiuje aktivitu kultur
a enzymu pii zrani syrd. Sil zvySuje osmoticky tlak v prostoru mezi zrny a plisobenim na

bilkoviny zvysuje mnozstvi uvolnéné syrovatky. Solenim se také zpevni povrch syri.

Proces zrani predstavuje komplexni souhrn zmén, kdy syr ziskava typicky vzhled, konzis-
tenci, chut’, vlini a sloZeni. (3) Délka zrani zrajicich syrt se pohybuje od n¢kolika dni (moz-
zarella) aZ po né€kolik let (Parmigiano-Reggiano). V prib&hu zrani se vyviji chutové i tex-
turni vlastnosti jednotlivych druhti syri. Dochézi k fadé€ biochemickym reakcim jako napfi-
klad k rozlozeni laktozy, uvolnéni mastnych kyselin z triacylglyceroli a degradaci kasei-
nové matrice za vzniku peptidi a volnych aminokyselin. Finalni produkty proteolyzy a lipo-

lyzy dale podstupuji zmény, které pfispivaji k chuti a vlini produktu. (10)

Tradi¢né vétsina sytfidlem srazenych syri patii mezi zrajici, naopak kysele srazené syry jsou

konzumovany cerstvé. I zde jsou znamy ,,vyjimky* jako napt. Olomoucké tvaruzky. (9)

1.2 Klasifikace syru

Syry jsou podle vyhlasky cislo 379/2016 Sb. klasifikovany podle fady kritérii jako obsah
tuku v suSin€, obsahu vody v tukuprosté hmoté€ syra nebo konzistence ve vztahu k obsahu
vody v tukuprosté hmoté syra. Rozdéleni podle vyse uvedenych parametrii je uvedeno v Ta-

bulkach 1, 2 a 3.

Tabulka 1: Klasifikace ptirodnich syrt podle obsahu tuku v susing (5)

Syr Tuk v suSiné* [% hmotnostni]
Vysokotu¢ny nejméne 60,0

Plnotu¢ny nejméné 45,0

Polotucny nejméne 25,0

Nizkotu¢ny nejméné 10,0

Odtucnény méné nez 10,0
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* Obsah tuku v susin€ v procentech hmotnostnich se stanovi podle nésledujiciho vzorce:

hmotnost tuku [g]

100
100 - hmotnost vody [g] X

% hmotnostni tuku v susiné =

Tabulka 2: Klasifikace ptirodnich syra podle konzistence ve vztahu k obsahu vody v

tukuprosté hmoté syra (5)

Syr % VVTPH* (= voda v tukuprosté hmoté
syra)

Extra tvrdy nejvice 47,0

Tvrdy 47,0 az 54,9

Polotvrdy 55,0 az 61,9

Polomékky 62,0 az nejvice 68,0

Mekky vice nez 68,0

* VVTPH = voda v tukuprosté hmot¢ syra, ktera se stanovi podle nasledujiciho vzorce:

hmotnost vody v [g]

1
100 - hmotnost tuku [g] x 100

VVTPH =

Tabulka 3: Klasifikace pfirodnich syrii podle zrani (5)

Syr Charakteristika
nezrajici

Syr Cerstvy : .
termizovany
na povrchu

Syr zrajici s mazem na povrchu

v celé hmoté

s plisni na povrchu

z toho plistiovy syr s plisni uvnitt hmoty syra

dvouplisiiovy

Syry lze také rozdélit z technologického hlediska podle zpiisobu srazeni. SraZzeni mléka
muze nastat pomoci kyseliny, syfidla ¢i jiného enzymatického koagula¢niho €inidla, nebo
jejich kombinaci. Kysele srazené syry predstavuji kolem 25 % celkové produkce syri a jsou
pfevazné Cerstveé. (11) Syry vysraZzené pomoci koagulacniho Cinidla pfedstavuji asi 75 %
celkové produkce syrt a zahrnuji témét vSechny zrajici syry. (11) Toto rozdé€leni je znazor-

néno na Obrazku ¢. 1.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

kysely zplsob kyéelé - [ tvarohy J
YTy (olomoucké tvarlzky ]

4 Y
mCerstvé nezrajici
mtermizované
mzrajici
mzrajici pod mrazem
mzrajici v chladu
mZrajici v solném roztoku

L

- ( mékké ] -

S

sladke
syry

sladky zpUsob

p
=» [ plisnové ] m | =5 plisni na povrchu
ms plisni uvnitf
skombinované

. J

( polotvrdé
= ( tvrdé

—

extra tvrdé

AN N W -

[ pafené

Obrazek 1: Rozd¢leni syrt z technologického hlediska (12)
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2 MLECNE BILKOVINY A PRINCIPY JEJICH SRAZENI

Slozeni mléka se 1i§i v zavislosti na mnoha faktorti, mezi které nepochybné patii ptivod

mléka. Primérné slozeni mlék riznych zivoc¢isnych druht je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: Zastoupeni komponent mléka u vybranych zZivoc¢isnych druhii v procentech (12)

(13)
Druh Bilkoviny | Kaseiny Popel Tuk Laktéza | SuSina
mléka
Kravské 3,2-3,8 2,4-2,7 0,7 4,1-43 4,6 12,5
Buvoli 4,8-4,9 3,4-3,7 0,8 7,0-7,6 4,83 18
Kozi 2,6-3,7 2,1-2,9 0,8 3,0-5,2 4,7 12,0
Ov¢i 4,9-6,1 4,5-4,8 0,9-1,0 6,3-8,2 5,0 18,2

Kravské mléko obsahuje 87-88 % vody. Mléko je velmi komplikovany disperzni systém, ve
kterém kaseinové bilkoviny tvofi micelarni disperze, globularni bilkoviny syrovatky ko-
loidni disperze. Tuk pfitomny ve formé tukovych kapek tvoii emulzi a nizkomolekularni
latky (laktéza a jiné sacharidy, mineralni latky, ve vodé rozpustné vitaminy) tvoii pravy

roztok. (14)

2.1 Kaseiny

Kaseiny jsou fosfoproteiny a tvoii kolem 80 % proteint kravského mléka. (15) Kravské

mléko obsahuje ¢ty odlisné frakce, které se znaci osi-, as2-, B- a k-kaseiny. (11)

a si-kaseiny tvoii 44-55 % vSech kaseini v mléce a ptredstavuji priblizné 80 % vSech as-
kaseinti. (16) a si-kaseiny (molekulova hmotnost 23,6 kDa) obsahuji osm fosfoserinovych
zbytkl lokalizovanych pievazné v polohach 43-80, diky nimzZ je tato ¢ast molekuly polarni.
Nepolarni postranni fetézce aminokyselin jsou situovany v polohach 100-199. (14) Ptitom-
nost polarnich a nepoldrnich ¢asti predurcuje vlastnosti kaseinil jako emulgatorii. Polarni
oblasti interaguji s vodnou fazi, zatimco hydrofobni oblasti se vazi na lipidy. Proteiny touto
cestou stabilizuji tukové ¢astice v roztoku nebo v polotuhych matricich. (18) V piitomnosti

Ca?" iontl tvoii a si-kasein nerozpustnou vapenatou stil. (14)
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a s2-kasein tvoti 9-10 % celkovych kaseind v kravském mléce a predstavuji priblizné 20 %
vSech os-kaseind. Primarni sekvence pro a s2-kaseiny varianty obsahuje 207 aminokyselin
s primérnou molekulovou hmotnosti 25,1 kDa. (16) a s>-kaseiny vazou vapnik silnéji a cit-
livéji se srazi pomoci Ca®* ve srovnani s asi-kaseiny. a s2-kaseiny mohou byt vysrazeny ve 2
mM Ca®* pii pH 7, zatimco sraZeni a si-kaseinti vyzaduje 6mM Ca*. a w-kaseiny se samy

spojuji pii neutralnim pH v pfitomnosti Ca**. (17)

B-kasein predstavuje ptiblizn€ 25-35 % vSech kaseinii v kravském mléce. Obsahuje 209 ami-
nokyselin s molekulovou hmotnosti 24,0 kDa. B-kaseiny se srazi v pfitomnosti Ca**, pfi-
¢emz zaleZi silné na teplotd. P-kaseiny jsou kompletné rozpustné v ptitomnosti Ca*" pii
nizké teplot& (0-5 °C). (16) Pti 30 °C se 80 % B-kaseinti srazi v 8-10 mM Ca?". (17) Radi se
stejné jako as-kaseiny mezi fosfoproteiny, nebot’ obsahuji pét fosfoserinovych zbytki (v po-

loze 1-40), nepolérni fetézce aminokyselin jsou soustfedény v polohdch 136-209. (14)

v-kaseiny jsou povazovany za produkty degradace B-kaseinii proteolytickymi enzymy
mléka. (14) y-kasein reprezentuje kolem 5 % kaseint. (16) Odstépenim segmentu v polohach
aminokyselin 1-28. aminokyselinou vznikne yi-kasein (s molekulovou hmotnosti 20,5 kDa),
v2-kasein (s molekulovou hmotnosti 11,8 kDa) vznikd odStépenim segmentu v polohach
aminokyselin 1-105 a y3-kasein (s molekulovou hmotnosti 11,6 kDa) odsStépenim segmentu
v polohach aminokyselin 1-107. (14) Zbytkové casti B-kaseinu (po odStépeni y-kaseinll) se

oznacuji jako protedzo-peptony.

k-kasein obsahuje v genetické varianté¢ B 169 aminokyselin a m4 molekulovou hmotnost
19,0 kDa. (16) Molekuly se vyskytuji jako trimery a vyssi oligomery spojené vzajemné di-
sulfidovymi vazbami. Na rozdil od ptfedchozich kaseini jsou v molekulach k-kaseinti sacha-
ridy D-galaktopyranosa, N-acetyl-D-galaktosamin a N-acetylneuraminova kyselina. Tyto
sacharidy davaji molekule k-kaseinu c¢aste¢n¢ hydrofilni charakter. Hlavni sloZzkou k-
kaseinl je rozvétveny tetrasacharid, v menSim mnozstvi se vyskytuji k-kaseiny s vazanym
rozvétvenym trisacharidem (18,5 %), s linearnim trisacharidem (18,4 %), disacharidem (6,3
%). Cukry jsou na protein vazany glykosidovou vazbou prostiednictvim N-acetyl-B-D-ga-

laktosaminu. S Ca?" ionty tvoii k-kaseiny rozpustné soli, coz umoziuje stabilizaci

Vétsina kaseinovych frakei (az 95 %) se v mléce nenachéazi ve formé volnych fetézci, ale
ve formé€ kaseinovych micel. Kaseinova micela obsahuje obvykle kolem 94 % proteint a 6
% nizkomolekuldrnich latek (zejména koloidni fosforecnan vépenaty, citronany a nékteré

dalsi ionty). Micely jsou vysoce hydratované, vazou kolem 2 g H>O na 1 g proteinu. Pomoci
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elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze kaseinové micely jsou prevazné kulovitého tvaru

s pramérem od 50 do 500 nm a molekulovou hmotnosti 1,3-10° kDa (hydratovany stav). (17)
(18)

Existuje fada modelti popisujici strukturu kaseinové micely. Prvni model, ktery vytvorili
Walstra a Jennes (15), popisuje kaseinové micely slozené z mensich proteinovych podjed-
notek, které se nazyvaji submicely. Tento model je zndzornén na Obrazku ¢. 2. Submicely
maji primérné 10 az 15 nm a jsou spojeny hydrofobnimi interakcemi a pomoci koloidniho
fosfore¢nanu vapenatého. (15) Obsah jednotlivych kaseinii neni v miceldch rovnomérné roz-
mistén. Za predpokladu piitomnosti Ca®" iontli jsou as-kaseiny a B-kaseiny pievazné neroz-
pustné ve vodé, zatimco k-kasein je ve vod¢ prevazné rozpustny. To zplsobuje zvyseny
obsah k-kaseinu ve vné&jsi vrstvé micel, naopak uvnitf micely je obsah nizsi. Hydrofilni ¢ast
k-kaseinu, obsahujici sacharidovou jednotku, vystupuje z vnéjsi strany micely, dava ji ,,vlas-

kovou strukturu®, ktera micelu stabilizuje. (18)

O submicela

e hydorfilni ast «-kaseinu

- fosfore¢nan vapenaty

Obrazek 2: Model kaseinové micely (15)

V posledni dobé€ je vyuZivany i Holtliv model kaseinové micely, ktery neuvazuje prvotni
tvorbu submicel a teprve naslednou tvorbu kaseinovych micel. Holtiiv model pracuje s mys-
lenkou, ze se kaseinové frakce spojuji pfimo do kaseinovych micel na zdklad¢ rizny inter-
akei, kde prevazujici roli hraji opét hydrofobni interakce (mezi hydrofobnimi segmenty jed-
notlivych kaseinovych frakci) a dale nanoklastry koloidniho fosfore¢nanu vapenatého, ktery
interaguje s tzv. fosfoserinovymi klastry osi-, as2- a B-kaseinu. Za fosfoserinové klastry jsou
povazovany ty casti vySe uvedenych kaseind, které¢ obsahuji ,,blizko sebe‘ vice nez jednu

jednotku fosfoserinu. (19)
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Na Obrazku €. 3 je schématické znazornéni kaseinové micely dle Holtova modelu — ¢ast A:
celkovy pohled (Cernymi teckami jsou zndzornény klastry koloidniho fosfore¢nanu vépena-
tého interagujiciho s fosfoserinovymi klastry), ¢ast B: detail struktury (rovné useky piedsta-
vuji hydrofobni segmenty, zprohybané tiseky predstavuji hydrofilni segmenty osi-, as2- a -

kaseinu a k-kaseinu, trojihelnik predstavuje koloidni fosfore¢nan vapenaty).

Obrazek 3: Znazornéni micely popsané dle Holta: ¢ast A: pohled na kaseinovou

micelu, ¢ast B: detail struktury kaseinové micely (22)

Na nésledujicim Obrazku €. 4 jsou znazornény interakce mezi fosfoserinovymi klastry asi-,
as2- a PB-kaseinu a nanoklastri koloidniho fosfore¢nanu véapenatého dle Holtova modelu
kaseinové micely. Hydrofilni ¢asti kaseinu jsou znaceny svétlejsi vinovkou a hydrofobni

segmenty tmavsi vlnovkou. (19)

e
a =
e {.Mﬁ A nanoklastr koloidniho
gﬂw‘g g""’é \\ fosfore&nanu vapenatého
[ S N
;’j ‘%W“ \ s

: s

[ WA a-kasein
| 2 M| L .
1; = § ? J YW
w W ;
\ : ! B-kasein
res [ aase powiais
\ . / interakce nanoklastru
b

\ / éf; / koloidniho fosfore¢nanu
\\ %\’ A ot W vépenatého s kaseiny
X .

Obrazek 4: Schématické zndzornéni interakce mezi kaseiny a nanoklastry koloid-

niho fosfore¢nanu vapenatého dle Holtova modelu (23)
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2.2 Principy sraZeni

2.2.1 Kyselé srazeni

Hodnota pH cerstvého mléka je 6,5 - 6,75. Snizi-li se pH napt. vlivem vznikl¢ kyseliny
mlécné, na hodnotu pH 4,6, kaseiny se srazi za soucasného odd¢leni syrovatky. K okyseleni
muze dochéazet spontdnni ¢innosti kontaminujicich mikroorganismu pii skladovani mléka,
anebo Cinnosti kulturnich mikroorganismt pouzivanych v mlékarenském pramyslu. (14)
Mezi produkty vyrdbéné kyselym srazenim patii tvarohy, kyselé syry zrajici pod mazem a
ostatni vyrobky, jako jsou smetanové krémy, termizované tvarohové krémy nebo Cerstvé

tvarohové syry, jako je napt. krémovy syr — gervais. (3)

Stabilita kaseinovym micel mléka je ddna jejich negativnim nabojem v pfirozeném pH
mléka a stérickou vrstvou zajiSténou vlaskovou strukturou. Rizné typy interakci jsou zod-
povédné za celistvost micel. Jde o interakce mezi proteinovymi molekulami, mezi které patii
elektrostatické, hydrofobni a vodikové interakce. Tyto interakce se pravdépodobné podileji

na tvorbé€ strukturnich vlastnosti kaseinovych gelii vzniklych kyselym sraZenim mléka.

Z hlediska vyroby syrt jsou dulezité tii oblasti pH. Snizeni pH z pivodni hodnoty 6,6 na 6,0
zpusobuje sniZeni negativniho ndboje hydrata¢niho obalu kaseinovych micel, coz vede ke
sniZeni elektrostatického odpuzovani. Pouze relativné malé mnozstvi koloidniho fosforec-
nanu vapenatého je rozpusténo pii pH kolem 6, takZe strukturni rysy micely jsou relativné

nezmeénény.

Dalsi snizovani pH k hodnoté 5,0 zptisobuje sniZzeni negativniho nabiti hydrata¢niho obalu,
¢imz se také snizuje elektrostatickd odpudivost. Vlaskova struktura na povrchu micely sni-

Zuje svoje nabiti. To vede ke sniZeni elektrostatické odpudivosti i stérické stability.

Pti snizeni pH na hodnotu mensi nez 5,0 negativni naboj na kaseinové micele klesa s pfibli-
Zenim izoelektrického bodu a dochazi k vyraznému sniZeni elektrostatického odpuzovani,

které zvysi hydrofobni interakce. (11)

Pisobenim elektrostatickych interakei pti pH piiblizné 4,6 dojde ke sraZeni kaseinovych
micel za vzniku gelu (ve skutecnosti jde o §irsi interval hodnot pH, kdy k témto reakcim
dochazi — prakticky pii pH 5,0 az 4,2). Na Obrazku €. 5 je zndzornéno priblizeni micel pfi
pH 4,6, kdy je hodnota néboju piiblizn€ stejna. Vyse popsané interakce je mozné ocekavat
pfi teploté nad 20 °C. Nizsi teploty proces kyselého srazeni zpomaluji. Naopak vyssi teploty

zpusobuji zrychleni procesu srazeni. Pti teplotach okolo 40 °C vSak jiz mtze dojit ke vzniku
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drobivé a gumovité konzistence vzniklého koagulatu. Pii kyselém srazeni dochéazi vlivem

navazaného B-laktoglobulinu na k-kasein ke zpomaleni procesu. (18)

P | ) ¥ " A g e )
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Obrazek 5: Naboj hydratacniho obalu kaseinu pfti riiznych pH (21)

2.2.2 Enzymatické srazZeni

Pii vyrobé vétSiny typl syrt jako Cheddar, Emental aj. dochazi plisobenim bakterii k oky-
seleni mléka. V této fazi se pfidava proteolyticky enzym, koagulant. Pfidavek je zndzornén

na Obrazku & 6. (14)

Enzymy jsou biokatalyzatory, které maji strukturu biopolymeru. VSechny metabolické re-
akce jsou katalyzované enzymy. Enzym vykazuje substratovou specifitu a specifitu G¢inku,
coz znamend, ze vzdy katalyzuje pfeménu urcité skupiny substratu a jen urcity typ reakce.
(23) Proteolyza je d¢j, pii némz dojde k rozpadu bilkovin a peptidi na mensi peptidy nebo
aminokyseliny v misté peptidové vazby proteolytickymi enzymy nebo peptidazami. (11)
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Micela s vlaskovou strukturou Proteolyticky enzym

Obrazek 6: Piidavek koagulantu do mléka (11)
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V prubéhu sytfeni mléka proteolytické enzymy hydrolyzuji molekuly k-kaseinu, kdy se od-
déli rozpustné k-kaseinmakropeptidy, ¢imz se z velké ¢asti odstrani vlasky a vyrazn¢ se sni-
Zuje stéricka a elektrostaticka stabilizace, ktera za béznych okolnosti nedovoluje se micelam
priblizit. Prib&h hydrolyzy obecné nezavisi na mnozstvi piitomnych Ca>" iontd. Plisobenim
enzymu dojde k specifické hydrolyze k-kaseinu téméf vyhradné v urcité peptidové vazbé
(nejcastéji mezi 105. a 106. aminokyselinou) a molekula k-kaseinu se rozstépi na para--

kasein a k-kaseinmakropeptid.

Vznikly para-k-kasein (frakce 1. az 105. aminokyseliny) obsahuje hydrofobni ¢ast molekuly
k-kaseinu. Zustava proto soucasti kaseinovych micel, ale na rozdil od nativniho k-kaseinu
zde jiz nema ochrannou funkci a za Gcasti Ca** iontii dojde k vysraZeni ostatnich frakci

kaseini a tvorb¢ trojrozmérné proteinové sité (gelu).

Zbytek molekuly je k-kaseinmakropeptid (frakce 106. az 169 aminokyseliny). Obsahuje
hydrofilni ¢ast molekuly k-kaseinu s vazanymi oligosacharidy, a proto prechazi do syro-
vatky. (14) Pribéh hydrolyzy je zndzornén na Obrazku ¢. 7, kde je vidét ztrata vlaskové
struktury — odSté€peni k-kaseinmakropeptidu.

Kaseinovd micela ztracejici —<p e , “

+

,,vlaskovou strukturu* S i % i ; e

4

k-kaseinmakropeptid s U P Proteolyticky enzym
Obrazek 7: Hydrolytické Stépeni k-kaseinu (11)
V prubéhu syteni mléka proteolytické enzymy hydrolyzuji molekuly k-kaseinu, kdy se od-
déli rozpustné k-kaseinmakropeptidy, ¢imz se z velké ¢asti odstrani vlasky a vyrazné se sni-
zuje stéricka a elektrostaticka stabilizace, ktera nedovoluje micelam se ptiblizit. Po rozste-
peni k-kaseinu se micely mohou v této fazi tésné piibliZit za nasledného pozorovani floku-
lace — tvorby fetizkil. Tento jev je zndzornén na Obrazku €. 8. Pro spojeni micel je nutna
pritomnost volnych Ca*" iontd, které se vaZzou na fosfoserinové zbytky kaseinti a umoziuji

tak tvorbu fetizku.
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Segmenty k-kaseinmakropepidu jsou odstranovany jeden po druhém. Proto se pravdépodob-
nost kontaktu a flokulace micel vyrazné zvysuje v ptipadé, kdy je vétSinovy podil k-kaseinu

hydrolyzovan.

Pokud je hydrolyzovano méné nez 70 %, flokulace je prakticky nulova, alespon pii normalni
hodnot¢ pH a 30 °C. Pokud je pH sniZeno, enzymatické reakce probihd mnohem rychleji a
navic flokulace za¢ne pii niz§im mnozstvi hydrolyzoveného k-kaseinu. Pfedpoklada se, ze
molekula chymosinu ¢asto vytvaii "holy" (¢astecné nebo zcela) povrch micely a az nasledné
se se od micely oddéli a pokracuje se svou aktivitou na dal$i micele. Na takovém ,holém*
misté je micela schopna reagovat s druhou micelou s podobné obnazenym povrchem.
Obecné lze fici, ze pti niz§im pH zacind flokulace ve stadiu, kdy bylo hydrolyzovano méné

Kk-kaseinu.

Reaktivita micely se zvysuje s koncentraci Ca*, snizuje s piitomnosti NaCl a vyrazné zvy-
Suje s teplotou, zejména od 15 do 30 °C, pii teploté nad 50 °C se mira flokulace stava neza-

vislou na teploté. (11)

Obrazek 8: Flokulace (11)

Po uplynuti ¢asu flokulace dochazi ke tvorbé gelu. Mikroskopicky lze pozorovat, ze se tvoii
agregaty, které jsou nejprve nepravidelné. Tyto agregaty se nasledné spojuji a vytvareji ce-

listvou sit’. Tvorba gelové struktury je zndzornéna na Obrazku €. 9.

Zakladnim pozadavkem pro tvorbu gelu je dostate¢né silnd pfitazlivost mezi micelami. Slabé
interakce dovoluji ¢asticim se spojovat a rozpojovat, dokud nenajdou polohu, kdy se mohou
spojit se sousednimi ¢asticemi a vytvorit kompaktni agregat. Jakmile je pfitazlivost dosta-
tecné velka, Castice se agreguji a rozvétvena struktura miize prostupovat celym systémem za

predpokladu, ze kinetika agregace je rychlejsi nez sedimentace vzniklych agregatt. (11)
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Obrazek 9: spojovani jednotlivych ttvart do souvislé gelovité struktury (11)

Gely vytvorené enzymatickou koagulaci mléka mohou vykazovat synerezi. Synereze je d¢j,
kdy se z gelu vylucuje syrovatka. Jedna se o proces znasobovani vzajemnych vazeb mezi
proteiny, které tvofi trojrozmérnou sit’ (znazornéno na Obrazku ¢.10. (21) Gely mohou byt
stabilni po dobu né¢kolika hodin v ptipadég, Ze jsou ponechany v klidu. Naopak synereze je
podporovana krajenim, michdnim, produkei kyselin a zvySenou dohtivaci teplotou. Vyroba
syra muze byt povazovana za dehydratacni proces a synereze je hlavni ¢asti procesu, kdy je
odebrano nejvice vody v pritbéhu vyroby syra. (15) Syfidlem sraZzené mléko muze ztratit od
dvou tfetin svého objemu az do 90 %, nebo 1 vice v ptipadé, ze se uplatni lisovani syra.
Pochopeni a kvantitativni popis synereze mléka a podminek procesu jsou dulezité pii zava-

déni novych metod nebo krokti v procesu vyroby syra.

Miru synereze ovliviiuje zplisob zpracovani, potiebny Cas i ztraty tuku a bilkovin do syro-
vatky. Intenzita synereze ovliviiuje velikost zrna, a také jeho schopnost se spojovat pii tva-
rovani nebo lisovani. Po vylisovani syra mlze stale probihat synereze a tim dojde k dalsi

ztraté¢ hmotnosti. (21)

Prosttednictvim podpofeni synereze je mozné kontrolovat obsah vody ve vysledném pro-
duktu, ¢imz se od sebe odlisuji jednotlivé druhy syra (konzistenci, resp. kritériem obsahu
vody v tukuprosté hmoté syra). VétSina vody obsazené v mlécném gelu neni pfimo navazana
na proteiny, ale je zachycend v sitové struktuie. V pribehu smrstovani gelu tak dochazi

k jejimu vypuzeni. (15)
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Obrazek 10: Schéma znasobovani vazeb mezi kaseinovymi bilkovinami (11)
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3 KOAGULACNI CINIDLA

Mnoho extracelularnich proteolytickych enzyma ma podobné vlastnosti jako chymosin a je
mozné je pouzit pro vyrobu syrt. Syfidla a dalsi mlééné koagulanty zivocisného, rostlinného
a mikrobialniho pivodu se mohou liSit podle jejich specifity uc€inku a enzymatickych vlast-
nosti. (25) Dnes je nejpouzivanéjsi rekombinantni chymosin, u kterého se pro vyrobu vyu-
ziva genetického inzenyrstvi. Zakladnim pozadavkem pro vybér vhodného sytidla je jeho
bezpec¢nost a neptitomnost nezadoucich slozek, které by mohly negativné ovlivnit koagu-

la¢ni aktivitu.

Vyuziti novych zdroji ma mnoho diivoda. Mezi hlavni patii ekonomické disledky. Je snaha
o vytvotfeni mlé¢ného koagulantu, ktery by zvySoval vytézky, zlepSoval kvalitu vysledného
vyrobku a snizoval koagula¢ni ndklady. Nesmime opomenout dal§i pozadavky jako jsou
Kosher, Halal nebo ekologické certifikace. Dllezita je také stabilita koagulantu pfi pH a
teploté pouzivané pro vyrobu syra. Vyhodou novych zdrojii mize byt také delsi trvanlivost

a snadné pouZiti koagulantu. (21)

Zvyseni Cistoty enzymi muze byt provedeno pomoci fady metod. Primarni metody piecis-
téni chymosinu nebo jinych enzymil srdzejicich mléko obecné zahrnuji srdzeni siranem

amonnym, sloupcovou chromatografii, gelovou filtraci, ale i1 afinitni chromatografii. (25)

Aktivitu koagulacnich enzymi Ize popsat pomoci mezindrodnich jednotek ICMU (Interna-
tional Milk Clotting Units), pomoci kterych lze vyjadfit celkovou syfici aktivitu. Pro stano-
veni aktivity se pouziva standardizované obnovené nizkotu¢né mléko jako substrat (12 g
komeréné dostupného suseného mléka, 100 ml 0,01 M CaCla, pH 6,5, inkubovano 30 minut
pti30 °C), kdy se k 20 ml substratu pfida 1 ml enzymu. Syfici aktivita mléka byla definovana
jako mnozstvi enzymu potiebného pro koagulaci 10 ml substratu pii 32 °C za 100 sekund.
V praxi se pouzivaji metody srovnavaci, kdy se vysledky porovnavaji se standardy enzymti.

(26)

3.1 Syridla a enzymy Zivo¢isného piivodu

Sytidlo je vyuzivano pii vyrobé tradicnich syrt. Jde o extrakt ze Ctvrtého zaludku (slez)
mladych prezvykavcl, predevsim telat. (2) Jde o smés enzyml chymosinu a pepsinu. Teleci
syfidlo ma vysoky obsah chymosinu, ktery je vlastnim enzymem pro koagulaci kravského

mléka. (21) Chymosin (EC 3.4.23.4.) je protedza, ktera specificky $tépi vazbu mezi 105. a
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106. aminkyselinou k-kaseinu. Prostorové usporadani molekuly je znazornéno na Obrazku
¢. 11, kde disulfidové muistky maji cervenou barvu a aktivni mista enzymu jsou oznaceny
zlutou barvou. (27) Enzym vykazuje vysokou aktivitu pti pH 4,8 az 6 a teplot¢ 30 az 40 °C.
(28) Pomér obsahu chymosinu a pepsinu zalezi na véku, ve kterém bylo zvife porazeno, a
na jeho vyzivé. (2) Syfidlo ziskané z dospélych krav ma pfiblizn€ pét krat vyssi obsah
pepsinu. Vysoky obsah pepsinu v kravském sytidle dava produktu vysokou citlivou na pH a
dochazi k nespecifické hydrolyze k-kaseinu, coz mtize vést k niz§im vytézkim v disledku
ztrat kaseinu odchodem do syrovatky. (21) Pepsin (E.C. 3.4.23.1) vykazuje optimalni akti-
vitu pti pH 1,8 az 2,2 a teploté 40 az 60 °C. (28) Porovnani syfici a proteolytické aktivity

téchto enzymd je znazornéno v Tabulce €. 5.

Obrazek 11: Prostorova struktura chymosinu

V minulosti si vyrobce syrii sém extrahoval enzym z vy¢iSténych a vysuSenych Zaludl na-
mocenim do syrovatky. Dodnes se tato metoda vyuziva, ale jde pouze o tradi¢ni vyrobky
lokalniho charakteru. Pfikladem mutzZe byt tradicni vyroba syru Feta, kdy jsou vyuzivany

suSené a solené jehné¢i nebo kozi zaludky.

V moderni vyrobé¢ syra se zaludky zmrazi ihned po poraZce zvifat, poté prochazeji opera-
cemi: mleti, extrakce enzymu, aktivace proenzymu kyselym pH, neutralizace, vyc¢ifeni a za-
husténi. Existuje také ultrazvukova extrakce, kterd udrzuje vyssi aktivitu nez bézné extrakty.

Metoda umoziuje rychlejsi pfenos enzymu a zvysSeni vytézku enzymu.
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Teleci chymosin existuje ve dvou alelickych formach, které se 1isi pouze jednou aminoky-
selinou v poloze 254 (asparagin u chymosinu A a glycin u chymosinu B). Chymosin A (mo-
lekulova hmotnost 35,71 kDa) vykazuje vyssi enzymatickou aktivitu nez chymosin B (mo-
lekulova hmotnost 35,65 kDa), ale podléha snadnéji autokatalytické degradaci. (2) Nékteré
vyzkumy popisuji chymosin C za produkt degradace chymosinu A. (29) Jiné studie ukazaly,
zZe tato forma je geneticky odlisna a je produktem jiné alely. (30) Chymosin C ma ptiblizné
0 20 % vyssi aktivitu srazeni né€z chymosin B, coz chymosinu C dava velky potencial pro
pouziti pfi vyrob¢ syra. (2)

Enzym ziskany z buvolich zaludki mé& podobnou strukturu jako teleci enzym. (25) Ma mo-
lekulovou hmotnost 36,20 kDa, a maximalni srazeci aktivitu pti 30 °C a pH 5,5. Vyznacuje

se také vyrazné vyssi termostabilitou nez teleci syfidlo. (2)

Intenzita srazeni pii pouziti velbloudiho syfidla roste s klesajicim pH, stejn¢ jako u teleciho
syfidla. Optimalni aktivita sraZeni je pii teploté 50 °C. Proteolyticka aktivita velbloudiho
syfidla je vyraznéjsi nez aktivita buvoliho syfidla. Molekularni hmotnost velbloudiho chy-

mosinu je 35,10 kDa. (22)

Sytidlo ziskané z ov¢ich mlad’at ma molekulovou hmotnost pfiblizn¢ 36,70 kDa, a vliv
CaCl, je srovnatelny s telecim chymosinem, stejné¢ jako citlivost na pH, nicméné teleci syfi-
dlo ukazuje mirné vyssi zavislost na teploté. Jehné&¢i syfidlo obsahuje lipolytické enzymy,
které iniciuji tvorbu volnych mastnych kyselin, ¢imz vytvaii charakteristické ostré aroma.

2)

V nasledujici Tabulce €. 5 je porovnani jednotlivych druhi syfidel. V druhém sloupci je pro-
centualni porovnani syfici aktivity vztazené k syfici aktivité¢ (specifickd proteolyza «-
kaseinu mezi 105. a 106. aminokyselinou) teleciho chymosinu. Ve tietim sloupci je procen-
tualni porovnani proteolytické aktivity (nespecificka proteolyza kaseinil) vztazené k proteo-
lytické aktivité praseciho pepsinu, ktery je charakteristicky vysokou proteolytickou aktivi-

tou. Jako substrat byl pouzito kravské mléko s pH 6,6. (32)
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Tabulka 5: Porovnani vlastnosti syfidel raznych druht zvitat (32)

Enzym Syrici aktivita Proteolyticka aktivita
Teleci chymosin 100 25

Ov¢i chymosin 95 30

Prasec¢i chymosin 25 3

Praseci pepsin 25 100

Velbloudi chymosin 170 25

3.2 Rostlinné koagulanty

Rostlinné proteazy stépi bilkoviny rychleji nez zivocisné, které pochazi ze slezu. Rovnéz
koagulacni aktivita rostlinnych syfidel je vyssi oproti zivo¢iSnym. Vyuziti rostlinnych syfii-
del neni po svété rozsifeno, a to z ditvodu Casté hotké chuté€, ktera vznika v dusledku aku-
mulace hotkych peptidi. Tato hotkost je velky problém zejména pii vyrobé syri, které vzni-
kaji z mléka s mezofilnimi kulturami. Tento problém se vétSinou fesi vyuzitim kombinace

rostlinného syfidla s Zivo¢isSnym. (33)

Koagulanty mohou byt ziskavany z rostlin jako naptiklad bodlak, artyCok, koptivy, svétlice
barviiska, meloun, fikové listy nebo slune¢nicovéa seminka. Obecné plati, ze rostlinné sytidlo
je ztidka pouzivano pro komeréni vyrobu, ptestoze se v nékterych oblastech pouZivaji rost-
linné koagulanty jako primarni zdroj. (32) Rostlinné enzymy se ziskdvaji jako vodné vyluhy
rostlin. Extrakty Cynara cardunculus jsou vyuzivany pro vyrobu tradi¢nich ov¢ich produkt
ve Spanélsku jejich ptiklady jsou syry Queso Serra a Serpa. (25) Syry vyrobené rostlinnymi
koagulanty maji Casto vice hotkou chut. (32) Cynara cardunculus je odrida bodlaku (Ob-
razek €. 12), ktera se vyskytuje hlavné v suchych kamenitych oblastech Portugalska. Prote-
azy této rostliny, kardosin A a B, jsou podobné chymosinu a pepsinu jejich specifitou, kdy

Stépi vazbu mezi 105. a 106. aminokyselinou. (25)
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Obrazek 12: Cynara cardunculus (33)

3.3 Mikrobialni koagulac¢ni ¢inidla

K vyrobé mikrobialniho koagulantu Ize pouzit plisn€, kvasinky 1 bakterie. Nejznamé;si mi-
krobialni syfidla pro vyrobu syrt jsou plisnového pivodu. VétSina bakteridlnich proteédz,

které srazi mléko, jsou nevhodné hlavné z diivodu jejich vysoké poteolytické aktivity.

Dulezité je pfedevSim vyuZiti mikrobidlnich koagula¢nich enzymi plisni. Plisné€ produkujici
protedzy, které jsou schopny Stépit k-kasein, mohou byt izolovany z riznych zdroju. Tti
druhy, jmenovité Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus a Cryphonectria parasitica, jsou

pouzivany pro vyrobu ve velkém méfitku.

Proteaza produkovana R. miehei (40,5 kDa, optimalni koagula¢ni aktivita pti pH 5,6) obsa-
huje jednoduchy polypeptidovy fetézec, ktery je velmi podobny chymosinu v jeho prosto-
rov¢ strukture. Tato proteaza je nejbéznéji pouzivany mikrobidlni koagulant pro vyrobu syra

a je komerc¢né dostupny v riznych trovnich Cistoty. (2)

Enzymy ziskané pomoci Cryphonectria parasilica se vyznacuji tim, ze maji vybornou pro-
teolytickou aktivitu a pomoci téchto enzymu je velmi dobfe formovana syienina. Obecné
nejsou prili§ zavislé na teploté a pH a proto jsou vhodné pro vyrobu syrii s vysokodohiivanou
syfeninou, jako napf. emental. (25) Zvlastnosti této skupiny jsou proteinazy produkované

Cryphonectria Prarsilitica, které §tépi vazbu mezi 104. a 105. aminokyselinou. (11)
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Enzymy produkované plisnémi mohou byt produkovany ve vodném prostedi, ale i na pev-
ném médiu. Jako jedina slozka ristového média se obvykle pouzivaji otruby, ale jako zdroj
uhliku mtze byt pouzita i glukdza. Nejlepsi vysledky byly zaznamenany pro Rhizomucor

miehei a Rhizomucor pusillus. (2)

3.4 Rekombinantni chymosin

S rostouci produkei syrit bylo nezbytné najit dalsi zpiisob ziskdvani chymosinu, ktery by
bylo mozno produkovat ve vét§sim mnozstvi. Pfirodni zdroje ¢asto nevyhovuji pozadavkiim
na kvantitu a kvalitu. S vyvojem technologie vyuzivajici rekombinaci DNA byl gen chy-
mosinu naklonovan do mikroorganismi, coZ umoznilo fermenta¢ni vyrobu chymosinu. (17)
Chymosin produkovany fermentaci je na trhu jiz od roku 1990. (25) Takto vyrobeny chy-
mosin je nyni Siroce pouzivany v mnoha zemich a poskytuje vyborné vysledky. (23) Pro-
duktem je chymosin identicky s zivo¢iSnym chymosinem ziskanym extrakci ze zaludku zvi-
rat. Jde predevsim o chymosin B, ktery je dnes povazovan za vyborny koagulacni enzym
proti kterému jsou ostatni enzymy srovnavany. (25) V soucasnosti se pfedpoklada celosvé-

tové pouZiti rekombinantniho chymosinu okolo 70 - 80 % svétového trhu. (14)

Natizeni (ES) €. 1829/2003 o geneticky modifikovanych potravindch a krmivech osvobozuje
celou fadu vyrobkil od povinnosti ozna¢ovani. Zejména enzymy produkované geneticky mo-
difikovanymi mikroorganismy, které se pouzivaji jako pomocné latky pfi zpracovani. Syr
vyrobeny za pouZiti chymosinového enzymu ziskaného z geneticky modifikovaného orga-
nismu nevyzaduje znaCeni. EU navic pfijala nafizeni a stanovila hranici 0,9 % pro ndhodnou
a technicky nevyhnutelnou pfitomnost geneticky modifikovanych organismi, pod kterou

nevyzaduji oznacovani. (36)

Rekombinantni chymosin m4& mnoho vyhod, mezi které patii predvidatelné koagulacni
vlastnosti, Kosher certifikace a pfijatelnost pro vegetariany. Hlavni divodem jeho Sirokého
rozSiteni je vysoky vytézek v porovnani s telecim syfidlem, které obsahuje 10-20 % pepsinu,

coz vede k vys§im ztratdm peptidi v syrovatce v disledku tercialni faze srazeni.

Je mnoho cest pienosu genu pro tvorbu enzymu na hostitelsky organismus. Spole¢ny postup
pro expresi eukaryotického genu do prokaryotické buniky zahrnuje izolaci celé RNA a
mRNA, kterd koduje enzym, kde mRNA je reverzni transkriptdzou pievedena do cDNA

formy, ze které jsou introny vystiihany a nasledn¢ naklonovany do vhodného hostitele. (25)


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/AUTO/?uri=celex:32003R1829
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Nejcastéji pouzivané hostitelské mikroorganismy jsou Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Lactococcus lactis, Saccaromyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger,

Aspergillus oryzae nebo Trichoderma reesii. (14)

Nejvice pouzivany Aspergillus niger pii produkci chymosinu je Aspergillus niger var
awamori. Koagulanty produkované plisni Aspergillus maji velkou historii pouziti
v potravinafstvi a je schopny produkovat velké mnozstvi riznych proteinti. To znamena, ze
Aspergillus tvoti kromé chymosinu dalsi sekundarni enzymy, proto musi byt po fermentaci
purifikovan. Prochymosin je produkovan spolu s glukoamyldzou a je automaticky pieveden
na aktivni chymosin, coZ znamend, ze neni nutny dal$i aktivac¢ni krok. Po kultivaci je
Apergillus usmrcen kyselinou. Chymosin je pak ziskavan odstfedénim, filtraci a purifikaci

pomoci chromatografie. (21)

Kvasinky byly zkoumany jako hostitele z hlediska vylu€ovani a produkci mnoha
primyslové vyznamnych proteinil, ekonomické nenarocnosti spojené s fermentaci kvasinek,
stejné jako pro lepsi porozuméni fyziologii a genetice tohoto organismu. (25) Kluyveromyces
lactis je kvasinka, ktera je svymi vlastnostmi velmi podobnad Saccharomyces cerevisiae.
Bylo zjisténo, ze chymosin mize byt produkovan v tomto hostiteli s dobrymi vytézky tohoto
média. Chymosinovy gen se vloZi do chromozomu K. /actis. Kvasinky se péstuji fed-batch
fermentaci, kdy jsou péstovany diskontinualnim zplsobem s postupnym piidavkem Zivin.
Po fermentaci se kvasinky usmrti pfidanim kyseliny benzoové a chymosin se izoluje filtraci.

(24)

Kluyveromyces marxianus var. lactis maji sklon produkovat sekundarni enzymy, ale jejich
mnozstvi je nizsi nez u Apsergillus spp. Hlavni enzym je prochymosin, které potiebuje byt

aktivovan a je podroben procesu obnovy, ale nejde o skute¢nou purifikaci. (21)

Exprese chymosinu do bakterie E.coli byvala dfive jednou z nejvice pouzivanych metod.
E.coli jako hostitelskych organismus je schopen rychlého ristu pti vysokém osmotickém
tlaku na ekonomicky vyhodném substratu, je dobie geneticky prozkouman a reaguje na velké
mnozstvi mutagennich Cinitelt. (25) Vyhodou je, Ze nemd zadné vedlejsi proteolytické
ucinky. E.coli nevylucuje proteiny, ale vétSinu uklada jako intraceluldrni inkluzni téliska. Ty
lze snadno izolovat od bakterii centrifugaci. Inkluzni télisko obsahuje téméf jenom
prochymosin. Poté je bakterie inaktivovana kyselinou. V tomto stadiu je enzym pfitomen
jako neaktivni prochymosin, ktery mtze byt rozpustén, aktivovan a nasledné purifikovan

pomoci iontové-vymeénné chromatografie. (21) Ve velkém méftitku priimyslové fermentace
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jsou preferovany geneticky modifikované kultury ptedevSim kvili niz§im vyrobnim

nakladum.

V ramci genetického inzenyrstvi je mozné vyuzivat také rostliny. V téchto rostlinach se en-
zym akumuluje pfiblizn€ v obsahu 0,5 % z celkovych proteini v semenech a je izolovan
navazanim na pryskyfici. Existuje mnoho metod, které byly popsany pro rostliny napt. druhy

kukufice a slunecnice.

Gen pro tvorbu chymosinu mize byt pfenesen z jelent, buvolil, ovce, koz, velblouda (2)
Posledni vyzkumy vlozily gen pro tvorbu velbloudiho chymosinu (Camelus dromedarius)
do Aspergillus niger. Vlastnosti fermentaci produkovaného velbloudiho chymosinu byly po-
rovnany s telecim chymosinem. Pfi pouziti velbloudiho syfidla doslo v pribehu zrani k nizsi
proteolyze, toho miZe byt vyuZito v piipadech, kdy existuje skon k hotkosti. Syry vyrobené

pomoci tohoto syfidla mély velmi dobré senzorické vlastnosti. (34)

3.5 Analyza syrici aktivity enzymii

vvvvvv

nosti enzymu pouzivanych pro vyrobu syrd. Vyuziva se nékolik analytickych metod pro jeji

méfeni. (2)

Tradi¢ni metodou pro zjisténi koagulacni aktivity je Soxhletova metoda. (11) Tato metoda
se stale vyuziva v tradi¢ni vyrobé&, piedstavuje béznou metodu pro stanoveni celkové srazeci
aktivity mléka pii vyrobé syfidla. Srazeci schopnost je vyjadiovana v Soxhletovych jednot-
kach a vztahuje se k objemu syrového mléka, které mize byt vysrazeno jednotkou enzymu
za 40 minut pfi 35 °C. Vzhledem k riznému sloZeni syrového mléka a jeho omezené dostup-
nosti bylo nutné hledat jiné postupy srovnavani. Tyto postupy byly popsany v ISO (Interna-
tional Organization for Standardization) nebo IDF (International Dairy Federation) normach.
V principu se jedna o Cas potiebny ke srazeni mléka pomoci zkoumaného koagula¢niho ¢i-
nidla porovnavan s ¢asy, kdy jsou pouzita standardni koagulacni ¢inidla. Jako substrat se
pouziva standardizované rekonstituované odstfedéné mléko, které ma hodnotu pH 6,5. M¢-

feni je provadéno pii teploté¢ mléka 35 °C. (2)

V disledku dlouhé analyzy a pfitomnosti subjektivniho €initele pfi vyhodnoceni, bylo pro-
vedeno nékolik pokust o vytvofeni metod, které by mohly byt vyhodnocovany objektivnim
zpusobem. Koagulace muze byt zaznamenavana blizkou infracervenou spektroskopii, ktera

dava vysledky odpovidajici formaci gelu.
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Dalsi metoda vyuzivd méteni pomoci rotacni reologie. Byla popsana viskozita 7,24 + 0,45
mPa-s, kterd odpovidd koagulaénimu casu IDF standarda pii standardnich hodnotach pH,
teploty a koncentraci chloridu vapenatého. Byly také popsany metody zaloZzené na méieni

pomoci digitalni svételné mikroskopie. (11)

Telect syfidlo vyzaduje 1 jiny typ rozboru z diivodu pfitomnosti dal§iho enzymu. U teleciho
syfidla musi byt znamé relativni mnozstvi chymosinu a pepsinu, protoze se jedna o znacny
rozdil v hydrolytické aktivit€¢ v podminkach srazeni mléka. Metoda IDF 110B popisuje chro-
matografickou separaci enzymovych smési a postup jak vyjadfit procenta pepsinu a chy-

mosinu. (2)
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4 FAKTORY OVLIVNUJICI SRAZENI MLECNYCH BILKOVIN
PRI ENZYMATICKEM SRAZENI

Srazeni mléka je zakladnim krokem pfi vyrobé syri. Vytézek a reologické vlastnosti pro-
duktu jsou siln¢ ovliviiovany koagula¢nim procesem. Faktory jako enzymova koncentrace,
teplota, pH a koncentrace Ca*" iontll ovliviiuji sraZeni. Koagulace mléka kombinuje poca-
teni enzymatické hydrolytické reakce a naslednou agregaci, kterd jiz na enzymu nezavisi.

(25)

4.1.1 Vlastnosti pouzitého mléka

MIéko rtiznych krav miize mit rozdilnou koagula¢ni aktivitu. Rozdily mohou byt zpiisobené
genetickym polymorfismem, stejné jako obsahem véapniku a hodnotou pH. Nizka
mikrobialni kvalita a vysoky obsah somatickych bun¢k mtize zpasobit nezadouci koagulacni
vlastnosti mléka. Zajimavosti je, Ze nepasterizované mléko mize byt Spatné koagulovatelné
pti pouziti koagulacnich ¢inidel ziskanych pomoci Rhizopus miehei v disledku pfitomnosti

aktivnich protilatek inhibujici tyto enzymy.

Skladovani mléka pti nizkych teplotach zvySuje koagulaéni as a mlZe zplsobit vznik
slabSiho zrna a vétsi ztratu tuku a proteinti do syrovatky. Toto je pfevazné zplsobeno
zvySenou degradaci kaseinu pomoci proteolytickych enzyml z psychrotrofnich

mikroorganism1l.

Pted vlastni vyrobou miiZe byt provedena standardizace obsahu proteinti a tuku. Vyrovnavaji
se tak rozdily ve slozeni mléka v rtiznych ro¢nich obdobich. Slozeni mlze byt ovlivnéno
pfidavkem koncentrovaného mléka, suseného mléka, nebo mléénymi bilkovinnymi
produkty. Vysoka hladina tuku mé tendenci vytvofit mek¢i syfeninu. Nartistajici mnoZstvi
kaseinu obvykle vyrazné neovliviiuje ¢as srdzeni, ale vede k rychlejSimu zpevnéni gelu.
Obecné by se nemél zvySovat obsah bilkovin v mléce vice nez 1,5krat. Pti vys$Sim ptidavku
by bylo obtizné fidit pevnost gelu pii krdjeni, coz mize vést ke ztraté tuku v disledku jeho
odchodu do syrovatky. Doplnéni mléka mlécnymi bilkovinami obsahujici znaéné¢ mnozstvi
denaturovanych bilkovin obvykle negativné ovliviiuje koagulaci. Pokud je rostlinny olej
pouzivan jako nahrazka tuku a zaroven je do procesu zarazena homogenizace, dochazi

ke zhorSeni veskerych koagulacnich vlastnosti. (21)
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Tepelné osetfeni je béznou praxi v mlékarenském primyslu. Zahtati mléka zdvazné narusuje
agregaci micel, coz je pricitdno vazdnim denaturovanych syrovatkovych proteinti do kasei-
nové micely a tepeln¢ indukovanou pfeménou hydogenfosforecnanu vapenatého, ktery je
v kyselém prostiedi rozpustny, na fosfore¢nan vapenaty nebo dihydrogenfosforecnan vape-
naty, které jsou v kyselém prostiedi nerozpustné. Zpusobuje to snizeni obsahu dostupného
vapniku dilezitého pro koagulaci. Pti zdhfevu mléka nad 75 °C dochézi k interakci kaseinu
a syrovatkovych proteinti. Dochazi k tvorbé komplexu k-kaseinu s denaturovanym [-lak-
toglobulinem, coz prodluzuje koagulacni Cas a snizuje vytéznost. Tepeln¢ indukované
zmény zpusobené navazanim sérovych bilkovin nepfiznivé méni ucinek sytidla. Syr produ-
kovany z mléka oSetfeného vysokou teplotou ma mékkou strukturu a vétSinou nezadouci
organoleptické vlastnosti. Syfenina obsahuje vysoké procento vody a mé Spatnou pruznost.

(27)

Obsah tuku v mléce ma velky vliv na texturu a senzorické vlastnosti mléénych produkti.
Tukové kulicky mohou narusit strukturu sité¢ kaseinti a tim vytvoii mek¢i strukturu syra.
Homogenizace vede k pomalejsi tvorbé syfeniny a synerezi, coz vede k vy$§imu obsahu

vody v kone¢ném produktu. (21)

4.1.2 Pridavek aditiv do mléka

Ptidavkem chloridu vapenatého do mléka se snizuje pH, urychluje koagula¢ni cas a formo-
vani syfeniny. Pii typické vyrobé syri se ptidava pted koagulaci 0-20 g chloridu vapenatého
na 100 kilogramt. Pfidéni chloridu vépenatého mtze zmirnit nepiiznivy vliv skladovani za
studena a teplem zhorSené koagulacni schopnosti. Dalsi latka, kterd mlze byt pfidavana do
mléka je chlorid sodny. Piidavek chloridu sodného do 0,5 g na 100 g zvySuje rychlost for-
mace gelu, naopak pfi vysSim mnozstvi se dosdhne opacného efektu, kdy s mnozstvim pfi-
daného chloridu sodného roste ¢as pottebny ke srazeni. (21) Na Obrazku €. 13 je zndzornéna

linearné klesajici zavislost pro riizna koagulacéni ¢inidla.
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Obrazek 13: Graf zavislosti koagula¢niho ¢asu na pfidavku chloridu vapena-

tého pro rtizné koagulaéni ¢inidla (21)

4.1.3 Vliv teploty

Bylo zjisténo, ze rizné teploty mléka ovliviiuji rychlost agregace. Rychlost tvorby koagula

nartsta od 20 do 40 az 42 °C, ale pti vyssich teplotach se koagulacni proces zpomaluje. (25)

Mira hydrolyzy, agregace a synereze nariista s narQstajici teplotou, dokud nejsou enzymy
teplotou inaktivovany. Optimalni teplota pro formaci syfeniny pii pH 6,4 se pohybuje kolem
34 az 38 °C pro vétSinu komer¢nich syfidel. V praxi se obvykle pouziva teplota mezi 30 az
35 °C pro dosazeni kontroly nad pevnosti syfeniny pii krajeni, tato teplota je vhodna také

pro rist starterovych kultur. (21)

4.1.4 Vliv pouzitych starterovych kultur, vliv pH

Starterové kultury jsou velmi diilezity faktor pfi vyrobé syrt. Jsou pouzivany dva typy kultur
pii vyrobé syrii. Mezofilni kultury s teplotnim optimem mezi 20 a 40 °C a termofilni kultury,
které maji teplotni optimum nad 40 °C. Nejcastéji pouzivané kultury jsou smésné kultury,

které obsahuji vice kmeni stejného, ¢asté&ji vSak odliSného druhu nebo dokonce rodu.
Starterové kultury maji zasadni vyznam pro vyrobu syri z davodu:

- Produkce kyseliny mlé¢né.
- Schopnosti rozkladu bilkovin.

- Ptipadné produkce CO..
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Hlavnim tkolem kultury je snizeni pH v disledku produkce kyseliny mlé¢né. Pti koagulaci
mléka jsou bakterialni bunky zachyceny v koagulu. Nasledné se podili na procesech zrani
syra.

Starterové kultury se ptidavaji do mléka vétSinou v podobné zékysu pfi teploté cca 30 °C. A
to ze dvou diivodl. Pro dosazeni dobré a rovnomérné distribuce bakterii a také, aby bakterie
méli ¢as na piizptisobeni novému médiu. Doba potiebna k zahéjeni ristu je ptiblizné 30 az
60 minut. Mnozstvi potfebnych starterovych kultur se 1i$i podle druhu vyrabéného syra. Pti
vyrobé by se mélo zabranit zaslehdvani vzduchu z divodu mozného néasledného ovlivnéni

kvality koagula, kdy mize dojit ke ztraté kaseinu v syrovatce. (18)

Hodnota pH mé velky vliv na koagulaci a vlastnosti syfeniny, snizeni pH aktivitou
startérovych kultur zvySuje rychlost hydrolyzy k-kaseinu a nésledujici agregaci kaseinovych
micel. Pfi snizeni pH a zvySeni teploty mléka oproti obvyklym podminkédm sytfeni (pH 6,6,
31 °C) koagulace nastava pii niz$im stupni hydrolyzy kaseinu. Mirné snizeni pH (naptiklad
na hodnotu pH 6,4) vede k mirné solubilizaci vapniku z kaseinovych micel, coz vede
k rychlejsi formaci a ziskani pevnéjsi syfeniny. Nicméné vySsi stupeni solubilizace vapniku
syfeniny. U nékterych mekkych syri je nutny krok rozsahlé demineralizace pted pfidanim

koagulantu, aby se dosédhlo pozadovane¢ struktury a téla zralého syra. (21)

Doba potiebna pro koagulaci vyrazné zavisi na pH. Snizeni pH mléka z 7,0 na 5,2 zptsobuje
snizeni koagulacniho ¢asu. Optimalni pH pro koagulaci kaseinu je 5,1-5,3, snizeni pH pod
hodnotu 5,0 jiz neni efektivni. Zavislost na Obrazku ¢. 14 ukazuje rozdil koagulaénich Casii
pti pH 6,4 azZ 6,6, kdy koagula¢ni ¢as pfi pH 6,4 je vyrazné nizsi u vSech zkoumanych koa-

gulac¢nich Cinidel. (25)
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1)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

ZAVER

Préace je zaméfena na srazeni bilkovin pii vyrobé syru. Nejpouzivanéjsi koagulacni Cinidla
soucasnosti jsou vyrabéna s vyuzitim genetického inzenyrstvi. Geny pro tvorbu koagulac-
nich ¢inidel jsou ziskdvany nejéastéji z krav a jsou piendseny do hostitelského organismu.
Jako hostitelsky organismus mohou byt pouzivany mikroorganismy nebo rostliny. Nejno-
v¢j$i vyzkumy popisuji velmi dobré vysledky pii preneseni velbloudiho genu (Camelus dro-
medarius) do Aspergillus niger. Vyhodou pouziti takto produkovaného chymosinu je vysoka
koagulacni aktivita, dosazeni niz$i proteolyzy v prubéhu zrani a velmi dobrych senzorickych

vlastnosti.

Klasické syfidlo a mikrobidlni enzymy spolu s rostlinnymi koagulanty jsou dnes vyuzivany
pfevazné pii vyrobé¢ tradicnich syrii. Tyto koagulanty jsou pouzivany z diivodu tvorby cha-

rakteristické chuté a viini téchto vyrobki.

Kromé druhu pouzitého koagulantu mize byt proces koagulace ovlivnén dal$imi faktory.
MIéko pouzité pro vyrobu syri miize mit fadu rozdill, které mohou byt ovlivnén geneticky,
ale 1 vyzivou dojnice. Napiiklad ov¢i mléko obsahuje vyrazné vyssi obsah kaseinu a tuku,
¢imz poskytuje témet dvakrat vyssi vytézek s porovnanim s kravskym mlékem. Dilezité
jsou také procesy predchazejici vlastni vyrobé. Skladovani pii nizkych teplotach obecné ne-
ptispiva ke zlepSeni koagula¢nich vlastnosti. Technologové také kladou velky duraz na stan-
dardizaci obsahu mlécnych bilkovin a tuku v mléce pouzivané pro vlastni vyrobu, stejné
jako pridavek aditiv. Vyssi tepelny zéhtev je piijatelny pouze u mékkych syrii, nebot’ se tvori

syfenina s vysokym obsahem vody.

Mezi podminky ovlivitujici proces koagulace patii dale teplota a pH. Rychlost tvorby koa-
gula nartsta od 20 do 40 az 42 °C, ale pii vysSich teplotach se koagula¢ni proces zpomaluje.
Optimalni teplota pro formaci syfeniny pii pH 6,4 se pohybuje kolem 34 az 38 °C pro vétSinu
komer¢nich syfidel. V praxi se obvykle pouziva teplota mezi 30 az 35 °C pro podpoteni
rustu starterovych bakterii. Bakterie pfedevSim upravuji kyselost mléka. Snizeni pH mléka

z 6,6 na 5,2 zpusobuje sniZzeni koagula¢niho Casu.
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