Izolace dekarboxylaza-pozitivnich bakterii ze syru
zrajicich v solném nalevu

Bc. Petra Valkova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2013 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie potravin
akademicky rok: 2012/2013

ZADANIi DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni:  Bc. Petra Valkova

Osobni ¢islo: Ti1141

Studijni program:  N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie, hygiena a ekonomika vyroby potravin -
specializace Technologie mléka a mléénych vyrobki

Forma studia: prezenéni

Téma prace: Izolace dekarboxylaza-pozitivnich bakterii ze syri

zrajicich v solném nalevu

Zasady pro vypracovani:

l. Teoreticka ¢ast
1. Charakteristika a technologie syri zrajicich v solném nélevu.
2. Dekarboxylaza pozitivni bakterie a vztah k syrim.
3. Vlastnosti biogennich amind.
Il. Prakticka cast
1. Mikrobiologicky rozbor syrii zrajicich v solném nalevu.
2. Chromatografické stanoveni biogennich amini.
3. Vyhodnoceni vysledki.

4. Diskuse ziskanych vysledki a formulace zavérd prace.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 FOX, Patrick F., Paul L.H. MCSWEENEY, Timothy M. COGAN a Timothy P. GUINEE.
Cheese - Chemistry, Physics and Microbiology (3rd Edition). Elsevier, 2004. ISBN
978-0-12-263651-6..

121 WEIMER, Bart C. Improving the Flavour of Cheese. Woodhead Publishing, 2007. ISBN
978-0-8493-9158-3.

[31 HUTKINS, Robert W,. Microbiology and Technology of Fermented Foods. USA: Wiley
- IFT Press,2006. ISBN 978-0-8138-0018-9.

141 KADLEC, Pavel, Karel MELZOCH, Michal VOLDRICH. Co byste méli védét o vyrobé
potravinZ:Technologie potravin. VSCHT Praha: KEY Publishing s.r.o., 2009. ISBN
978-80-7418-051-4.

[51 JAY, James M., Martin J. LOESSNER, David A. GOLDEN. Modern Food Microbiology
(7th Edition) Springer, 2005. ISBN 0-387-23180-3.

Vedouci diplomové préce: doc. RNDr. Leona Buiikova, Ph.D.
Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostfedi

Datum zadéni diplomové préce: 16. ledna 2013
Termin odevzdani diplomové prace: 2. kvétna 2013

Ve Zliné dne 4. dnora 2013

i
-4 LS.
doc./ng. Roman Cermak, Ph.D. doc. Ing. Frantisek Buiika, Ph.D.

dékan Feditel istavu



b min -
Ptijmeni a jméno: lpcwom Peres Obor: JHEVE ..

PROHLASENI

Prohlasuji, ze

beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona &. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a 0 zméné a doplnéni dalsich
zékoni (zakon o vysokych Skolach), ve znéni pozdgjsich pravnich predpisti, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

beru na védomi, e diplomova/bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé
v univerzitnim informa¢nim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakalarské prace bude uloZen na prisluiném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se pln€ vztahuje
zékon &. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméné nék})er}"ch zakont (autorsky zdkon) ve znéni pozd&jsich pravnich predpisi, zejm.
§ 35 odst. 37

beru na v&domi, ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zlin& préavo
na uzavieni licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zakona;

beru na védomi, e podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/bakalaiskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s predchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Toma3e Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat ptim&feny prispévek na thradu nakladii, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zlin& na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skutecné vyse);

beru na v&domi, %e pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalafské price vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym G&eléim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalafské prace vyuzit ke komerénim ucelim;

beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za sougast prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soudasti mize byt diivodem k neobhdjeni prace.

Ve Zling .. 28 A

portoe”  Jopoa.



Y zGkon €& 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a o zméné a doplinéni dalSich zdkon( (zdkon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prav-
nich predpisd, § 47 Zverejriovdni zdvérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldiské a rigorézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudkt oponentt a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zpusob zverejnéni stanovi
vnitrni pfedpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordézni prdce odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté uréeném vnitinim predpisem vysoké sSkoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se ma konat obhajoba prdce. KaZdy si miiZe ze zverejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

% zGkon €& 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje skola nebo Skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem primého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potiebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke spinéni Skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prdavniho vztahu ke skole nebo Skolskému Ci vzdeéldvaciho zarizeni (skolni dilo).

% zGkon €& 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek pravo na uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vdzného diuvodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
Jjeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, mizZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zajmy
Skoly nebo $kolského Ci vzdéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo skolské Ci vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 primérené prispél na uhradu nékladd, které na vytvoreni dila vynaloZi-
ly, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo skolskym Ci vzdéldvacim
zarizenim z uZiti skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Teoretickacast diplomové prace je za&mena na charakteristiku syzrajicich v solném
nalevu, charakteristiku dekarboxylaza pozitivniekterii a biogennich aminV praktické
casti byl proveden rozbor 30 vzdrkyn zrajicich v solném nalevu a stanovenytgane-
zofilnich aerobnich a fakultatighanaerobnich mikroorganizm koliformnich bakterii,
mlécnych bakterii a enterokék Poté byly suspektni kolonie izolovany a byla zkdma
jejich dekarboxylani aktivita. Obsah biogennich anmibyl také zkouman u jednotlivych

vzorka syn.

Kli¢ova slova: syry zrajici v solném nalevu, dekarbastil aktivita, biogenni aminy

ABSTRACT

Teoretic part of the thesis is focused on the dtarsation of cheese ripened in brine,
decarboxylase positive bacteria and biogenic amiflesty samples of cheese ripened in
brine were analysed in the practical part. In nbevtogical analysis were determined by
the number mesophilic aerobic and facultative ast@erbacteria, coliform bacteria, lactic
acid bacteria and enterococci. Suspected colongze 8olated and their decarboxylation
activity in was examined. The content og biogemigrees was also investigated in indivi-
dual samples of cheese.

Keywords: cheese ripened in brine, decarboxyladictivity, biogenic amines
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UvoD

Vyzkum biogennich aminzatal jiz pred 120 lety s identifikaci sperminu, putrescinu a
kadaverinu. Pgatkem 20. stoleni byl z Zi¢gnych tkani izolovan histamin. Studium BA
je dilezité z hlediska potenciondlniho zdravotniho @aziro lidské zdravi. Polyaminy
(spermin a spermidingi fada biogennich amin(BA) maji fadu biologickych funkci.
V raznych biochemickych reakcich mohou byt zdrojem klysiaké mohou slouzit jako
prekurzor pro tvorbu dopamingi se podilet na diferenciaci bk aj. [1,2]. Biogenni
aminy se vyskytuji v celéad® potravin, podminkou jejich vyskytu jeippmnost bilkovin

¢i volnych aminokyselin. Vyskytuji se jak v potragch fermentovanych, tak nefermento-
vanych. Pikladem jsou ryby, masné vyrobky, & vyrobky, vino, pivo, zelenina, ovoce
aj [3].

Rada studii se zabyva detekci biogennich amisyrech. Nejastji jsou detekovany his-
tamin, tyramin, kadaverin, putrescin, tryptaminemyietylamin Vyzkumy poukazuji na
vySSi obsah BA ve zrajicich syrech v porovnaniysg &erstvymi [4]. Biogenni aminy
byly také zkoumany v syrech zrajicich v solném widlevsak studie ukazuji, Ze nizké pH,
vysoky obsah soli vytié negiznivé podminky pro vznik BA [5]. V syrech je nejei de-
tekovan tyramin, poté histamin, putrescin a kadaveDbsah BA zavisi na cel@ad
faktoni, jako je napiklad kvalita jiz syrového mléka, typ zakysové kujt, doba zrani,

rozsah proteolyzy atd. [2].

Diplomova prace je za#hena na stanoveni dekarboxyldza pozitivhich mikraoizm
izolovanych ze syr zrajicich v solném nalevu. Teoretickést pojednava o vyreéta klasi-
fikaci sym zrajicich v solném roztoku. Dale se zabyva biogenaminy a jejich vyzna-
mem Vv potravingstvi. V praktickécasti byl proveden mikrobiologicky rozbor 30 vzork
syra zakoupenych v obchodnfetézci a izolovany suspektni kolonie, které byly tegioy

na produkci biogennich aniin
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1 KLASIFIKACE SYR U ZRAJICICH V SOLNEM NALEVU

Vyroba syfi ma dlouho historii. Prvni pisemné zminky o vyra@yni sahaji do doby asi
6000 let p.n.l. Jiz ve sedovku se z&alo profilovat mnoho saiasnych syk. Moderni
vyroba syt je charakteristickd uzivanim tpnyslovych enzym, sofistikovanym kvaSe-
nim, dynamickym zranindi vyuzivanim modernich linek na jejich vyrobuékteré zdroje
uvadtji, Ze na swté existuje vice nez 1000 drlulsyra. Syry se od sebe liSi tiggad pouzi-
tym mlékem, tepelnym o&ehim, pouzitymicistymi mlékarenskymi kulturami, tvarem,
zpisobem soleni, Zipobem a rozsahem zrani aj. Syry se od sebe maogibundjen po
strance technologické, ale mohou se liSit i obsahém, obsahem suSiny obsahem soli

v syru [12].

Syry zrajici v solném nalevtadime mezi nejstarsi skupinu &yra s¥té. Tradiné se vy-
roba orientovala na tdomdi a Balkan. Dnes je vyroba roia téndt po celém sité.
Syry se vyrabi viiznych velikostech a tvarech. Charakteristickdigta, slana, jemhna-
kysla chd’. S prodluzujici se délkou zrani je €hice vyrazna az pikantni. Syry se vyrabi

z owiho, koziho, buvoliho a dnes i s kravského mléikaZ1].

Syry zrajici v solném nélevu sasto oznéuji také jako syry bilé. Dle nomenklatury se
fadi na rozhrani zrajicich a nezrajicichisyWliiZzeme je konzumovat ihned po nasoleni,
dalekocastji se vSak vkladaji do solnych natevkde zraji po utitou dobu. Syry zrajici
v solném nalevu mohou byt lisované, nelisovanéema Pai do skupiny nikkych, po-
lomekkych az polotvrdych syr[12,25]. Tabulka 1 popisuje rodéni sy dle obsahu vo-
dy v suSig syra. Vyp@et obsahu vody v tukuprosté hréasiyra je znazowm na obrazku 1.

Podle obsahu vody v tukuprosté sgdmmizeme syry rozéit:

Tabulka 1. Rozéleni syfi dle obsahu vody v su%ifi36].

Syr % susSiny
Extra tvrdy meén nez 47,0 vetrg
Tvrdy 47,0 az 54,9
Polotvrdy 55,0 az 61,9
Polonmekky 62,0 az 68,0etre
Mekky vice nez 68,0
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g vody
WVVTPH = —— X 100
100 — g tuku

Obrazek 1. Voda v tukuprosté hraatyra [36].

Syry mekké a polorngkké mizeme dale roziit na syry kyselého a sladkého s§gti. Ri-
kladem kyselého syfstvi je napiklad syr Mish, ktery pochazi z Egypta. Sortimeytis
vyrabEnych sladkou cestou ®ni je daleko bohatdkadime sem nafklad syr FetaKec-
ko), Balkansky syr (Balkan), Telem&&cko), Akawi (Syrie), Baida (Libanon), Domiati
(Egypt) a jiné. K syim polotvrdym a tvrdynfadime nafiklad syr Halloumi (Kypr), Nal-
busi (Jordansko), Jadaléskéa republika). Syry vyréhé sladkou cestou se soli Jigpby
a to gidavkem soli do mléka, tzv. suchymigpbem soleni, kdy sdilsvtira na povech
syruéi pomoci solné lazh U mekkych a polonskkych sy volime gidavek soli do mléka
¢i vtirani soli na povrch syra. U polotvrdych &ye charaktetit¢jSi soleni pomoci solné
lazrs. Vice v kapitole 2.2.2 [12,25].

Tabulka 2. Behled syi zrajicich v solném nalevu [1].

M ékké a polomékkeé syry

- Kyselé srazeni Mish (Egypt)

- Sladké srazeni

« Soleni na sucho Feta Recko), TelemeRecko), Brinza
(Rusko, Izrael), Bli-pane-U-knskama (Srb-
sko), Bjalo sirene (Bulharsko), Chanakh
(Rusko), Beyaz peynir (Turecko), Akayi
(Syrie), Baida (Libanon), iransky bily syr

(Iréan)

* Soleni do mléka Domiati (Egypt), Gibna Bayda (Sudan)

Polotvrdé syry

Halloumi (Kypr), Mudaffara a Magdula (Syrie, SudaNgalbusi (Jordansko)
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2 TECHNOLOGIE VYROBY

2.1 Zpracovani mléka

Pred zahajenim vlastni vyroby se mléko obvykle tepebetuje, ale je mozné vyrébi ze
syroveho miléka, coz je tyfi€jSi zejména pro mensi farmy. U velké mechanizowame-

by je obtizné zajistit standardni podminky vyroMiéko je diky svému slozeni idealni
Zivnou pidou proradu saprofytickych a dokonce patogennich mikrodegain V mléce je
vhodné sledovat krotnmezofilnich mikroorganiziini koliformni bakterie, které mohou
byt povazovany za zdroj fekalniho zieni. Dale psychrotrofni mikroorganizmy, které
mohou byt zdrojem termostabilnich enzyiipaz a proteaz. JelikoZ jsou termostabilni,
nemusi dojit Bhem tepelného oSeni k jejich inaktivaci a rize dojit k negativnimu
ovlivnéni vlastnosti dané suroviny [6,23]. Z tohévddu je dilezita jiz jakost syrového
mléka. Oisledkem pasterace je Zani &tSiny vegetativnich mikroorganizira inaktivace
nativnich¢i bakterialnich enzyiin které by mohly negatiwnovlivnit danou vyrobu a zaro-
vein dochézi k minimélnim chemickym 2Zmam miléka. Ve vyrab vétSiny sy volime
Setrnou pasteraci, kde se vyuziva teplot kolem 7% 2C s vydrzi 15 az 20 sekund. Je také
mozné vyuzit i vySSich teplot, zejména gkikych sy a polongkkych sy, ¢imz je doci-
leno vy33i vidznosti vyrobku. Welem tepelného odeni je standardizovat surovinu, pro-
dlouzit trvanlivost a zejména zajistit zdravotnizéeadnost. Setrnou pasteraci dochazi
k inaktivaci alkalické fosfatazy a stasré je zachovana aktivita laktoperoxidazy.
K inaktivaci enzyni dochazi jertasténg a vysledny pastetai efekt je 99,9 %. Setrnou
pasteraci dochazi k minimalnim senzorickymémém, a protoZze k inaktivaci sérovych
bilkovin dochazi jen asi z 15 % je zachovana baldtaticka vlastnost mléka, coz ma
priznivy vliv na jakost vyrobku. MI€ko je zdrojentippzere se vyskytujicich antimikrobi-
alnich latek (p laktoferin, lysozym, xantioxiddza, bakteriociny)akteré potléuji rast
patogennich mikroorganizimPokud zvolime vysokou pasteraci (85 °C / po daikolika
sekund), tak docilime inaktivace i laktoperoxid@zyysledny sterikni efekt je az 99,99
% [3,6,16,25]. Déle je pro zvySeni mikrobialii$toty mozné vyuZzit procesu baktofugace
pomoci baktofugéich odstedivek. Baktofugéni odstedivky predstavuji zvlastni typ
odstedivek, které se od odsmetevacich liSi zejména konstrére. Baktofugace fedsta-
vuje inngjSi zpisob odstragni spor z mléka nezli tepelné a%eti, protoZze spory bakterii

jsou termostabilni a tepelnym ofstim nemusi dojit k jejich inaktivaci Na zaktawzdil-
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né specifické hmotnosti dochazii pbaktofugaci k odstrami spor mikroorganizii
z mléka [36,38].

Mléko je nutné pro vyrobu s§istandardizovat. Obsah tuku a bilkovin gbdm roku ndni

a tudiz se tyto parametry upravuji, abychoifinkazdé vyrol ziskali standardni vychozi
surovinu. Pro standardizaci obsahu bilkovin je néo¥yuZzit ultrafiltraci, coz fedstavuje
proces, kdy dochazi k selektivnimu e&lidvani makromolekul s molekulovou hmotnosti
nad 1000 — 20 000 Da. Produkt se dizda tzv. retentat, tedy bilkoviny které se zachyt
na membra# a permeat, kteryipdstavuje voda, mineralni latky, ve ¥oazpustné vita-
miny a laktdéza. Vznikly retentat se poté vyuzivAakySeni obsahu bilkovin. Obsah tuku
se upravuje pomoci odsmatevaci odtedivky. Dochazi k roztleni mléka na zakladroz-
dilné specifické hmotnosti migého tuku a plazmy vlivem odstlivého pohybu. Ke stan-
dardizaci obsahu tuku dochazi pomoci¢Sovaciho zdzeni nebo SarZowitse smicha
mléko o fizné tinosti [12,6,24,38].

Béhem tepelného o&eni nedochazi jen ke Zmam bilkovin, ale také sedmi forma vap-
niku piitomného v mléce. Vapnik se tedy @pdniho rozpustného éni na nerozpustny,
coz ma pimy vliv na vlastni koagulaci. Romnost vapniku je idezita zejména v tzv.
sekundéarni koagutai fazi. Vapnik snizuje negativni ndboj micel, tlochazi ke snizeni
jeji stability a nasledné agregaci kaseinovych iiei& nedostatku vapniku jsou zhorSené
reologické vlastnosti gelu a také nastavaji profléwvohovanim syrovéatky [12,15].
DalSi velmi dilezitou sodasti je pidavek bakterii mi&ného kvaSeni, které standardizuji
surovinu z mikrobiologického hlediska. Bez jejichdavku nelze vyrobu uskuteit. Mezi
primérni vlastnosti zdkysovych kultur piazejména fermentace laktézy s tvorbou kyseliny
mlé&né a nasledné snizeni pH. Dle toho zda je kysetilé&na vyhradnim produkterdi
vznikaji i dalsi latky jako je nd&fklad kyselina octova, etanol, GQliacetyl aj., MZzeme
BMK rozdélit na obligat homofermetativni (naprod Lactococcus, Pediococcygakul-
tativné heterofermetativni (ndpLactobacillus casesubsp.case) a obligat® heteroferme-
tativni (nap. Lactobacillus brevis, Leucinostoc mesenteroidessp mesenteroidgs

Z hlediska teploty izeme pozivané kultury u této skupiny syozclit na mezofilni a
termofilni. Pro mezofilni bakterie je optimalni tefa nistu do 30 °C, kdezto u termofil-
nich 40 — 52 °C. ikladem mezofilni kultury je_actococcus lactisubsp lactis, L. lactis
subsp.cremoris, Leuconostoc mesenteroidebsp cremoris.Mezi termofilni kulturyia-
dime nap. Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermoptajuCasto se v3ak vyuziva

vzajemné kombinace mezofilnich a termofilnich kyltcoz ma za nasledek vznik vice
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senzoricky aktivnich lateKL,31,32,35].Procesy zrani ovliwiji také nezakysové bakterie.
Tyto bakterie pochazeji z prostli a mohou pozitivh ovliviiovat vysledné senzorické
vlastnosti vyrobku. Rkladem jsou mezofilni laktobacily a dale zastujecki Pediococcus,
Enterococcus, Leuconostoale také to mohou byt v omezenéenkvasinky (nap Sac-

charomyces cerevisiae, Debaromyces hansgiikladem je syr Feta [12,14].

Koagulace pedstavuje slozity chemickyf kdy cilerg zpisobime zrinu polydispezniho
sytému a dojde tak ke zm stavu ze solu na gel s naslednym vyktovanim kaseinu.
Kasein pedstavuje 80 % celkového dusiku kravského mlékazi Mevni kaseiny pait
asi-kasein, asr-kasein, B-kasein ax-kasein v porru 40:10:35:12 [20,38]. Kaseiny se
v mléce nachéazeji v tzv. submicelach, které jsamjosgany do micel pomoci fosfoserino-
vych zbytki a vapenatych ioat Molekulak-kaseinu je na povrchu sérhydrofilni a nese
vysledny negativni naboj, dikyémuz se molekuly odpuzuji. Pokud naruSime stabilitu
kaseinovych micel, dojde k potleni elektrostatického odporu a ke koagulaci kassicio
micel za vzniku trojroziérné struktury. Destabilizace dosahneme také snizgt do
izoelektrického bodu kaseinu ( pH.,6), coZ je podstata kyselého srazeni. Pokudifroeo

o sladkém srazeni, tak k destabilizaci dochdzmiopenim proteolytickych enzym12].
Kyselého zjisobu sraZeni se vyuziva tieghad u vyroby syru Mish, kde koagulace nastava
snizenim pH do izoelektrického bodu kaseinu (4,6 pksobenim smetanového zakysu
(tvoren laktokoky a leukonostoky) primym pfidavkem kyseliny miéné [12].

Jako proteolytické enzymy se pouzivajfidha, ktera maji vysokou substratovou specifitu
vici kaseinu, tedy maji schopnostgit k-kasein a zarovemaji omezenou proteolytickou
aktivitu. Syidla dle pivodu mizeme rozdiit na rostlinna, ZiveiSna a také mikrobialni.
Dnes se fevazri pouzivA chymozin produkovany zejméma geneticky ifikmyanymi
mikroorganizmy, jako jsou napAspergillus niger, Escherichia coBacillus subtilis Mi-
krobialni rennin nahrazuje chymozin u vice nez piolp swtové produkce sy, vykazuje
esterdzovou aktivitu a je pa@mé termolabilni [17,23]. Dobra $ielnost mléka zavisi na
celérad parameti. Zejména je tlezity obsah kaseinovych bilkovin a obsah minecdni
latek (nap. vapenatych, hec¢natych, draselnych ioft. Soubor &chto vlastnosti je ovliv-
nén predevsim genetickym typem dojnice, zdravotnim staveiddiem laktace, ale také
tepelnym oSé¢enim mléka. Podstatou sladkého srazeniigopeni skidlovych enzyni na
molekulux-kaseinu a jeji roz&peni mezi aminokyselinami fenylalaninem v pozicb 10
metioninem v pozici 106. V této fazi koagulace neutna pitomnost C&', prokshlé zme-

ny jsou enzymoveho charakteru. Peptid sloZzenyz 10&. aminokyseliny po rozgtenix-
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kaseinu se nazyva pakekasein, ktery @stava v koagulatu. Zbyvajic¢idst (106. - 169.
aminokyselina) odchazi do syrovatky a nazyva-$aseinmakropeptid. Vlivem odikni
k-kaseinmakropeptidu dochazi k vlastni koagulacekas Hydrofobni para--kasein -
sobi jako tmel v no¥spojenych micelarnich ttvarechitBmnosti C&" dochazi ke snizeni
negativniho naboje micel a tim dochazi k naslednpropojovani pomoci vapnikovych
mustki do trojrozngérné sfovité struktury [12,15,17,20,25,36,38Ylastnosti syeniny
ovliviiuje doba skeni, teplota, davka #gla, kyselost mléka a také homogenizaade pH-
liS dlouhé dob syfeni se MiZze projevit tzv. terciarni faze #8gla, ktera je nezadouci
z hlediska vzniku hidkych peptidi, které se projevi ou chuti. Tuto fazi vSak pozitien
ovliviuji enzymy BMK, které tyto nezadouciigjlové enzymy odbouravaji. Autiose
shoduji, Ze s klesajici teplotou klesa rychlostgkbace. Se zvySujici se davkouridia
klesa doba ggni. Mirnym zvySenim kyselosti mléka podiipoe koagulaci, avSakiiis
velka kyselost mléka dava vznik ,kratkéksta” [12,7].

2.2 Zpracovani syfeniny

2.2.1 Zpracovani koagulatu

Po koagulani fazi nasleduje zpracovaniisfiiny zahrnujici operace jako krajeni, drobeni
a vytuzovani. Krgjenim dochézi ke zmensanioginé celistvé hmoty na mengasti a tim

k usnadsni odvodu syrovatky. Drobenigdstavuje dalSi zmenSovani jiz rozkrajeniesy
niny za vzniku syrského zrna. Pro podfeni syneréze se izuje vytuzovani, coz je
michani zrna o teplo® syfeni. BBhem syneréze dochéazi také ke zmen3ovéani zrna aa poz
dovanou velikost a odtoku kapilarni vody [6,25,38&ISim krokem je fhiivani, typické u
nizkodoltivanych syii. Frihfivani gedstavuje postupné zvySovani na teplotu 38 — 42 °C
piimym pidavkem technologické vody obvykle péepesSlém odpudti ¢asti syrovatky
[15,25]. VSechny operace zahrnujici zpracovanikliénsyreniny podporuji synerézi, coz
je &j kdy dochazi ke zmensSovani sigieého zrna a odvodu syrovatky. OvSem syneréze
zavisi i na dalSich faktorechiiRrysSich pastetmich teplotach roste stupelenaturace
sérovych bilkovingimz dochazi k vazbvody v syenirg. Synerézi obechurychluje vyssi
obsah bilkovin, vySSi $ici teplota, zpracovani #niny na mensi syfské zrno, vicena-
sobné otéeni forem pi odkapavani. Naopak ke zhorSené synerézi dochiaenv vysSich
pasteranich teplot, vysSiho obsahu tuku veésmnizkée syici teplo€, ochlazeni syrovéeho

zrna lkhem formovanti predcasné soleni [7,12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Tvarovani je proces, ktery umiafe dat syru pozadovany tvar. Mimo jiné dochaziétak
k odvodu syrovatky a k intenzivnimu rozkladu lakt@tedy k prokysavani sniny. Vy-
sledkem je sniZzeni pH. Dle toho, zda se vyrabinskkgnnebo polotvrdy syr, voli se ép
sob tvarovani. # odkapavani se vyuziva atmosférického tlaku, kelyzso pozadované
velikosti nalije do perforovanych forem a nechéod&apavat. Bhem této doby se formy
nékolikrat obrati, aby bylo docileno rovnémého odvodu syrovatky. Charakteristickym
znakem pro takto tvarovaneé syry je drobiva konaistea naezu jsou patrné dutinky. Li-
sovani pedstavuje tvarovani za tlaku vyssSiho nez atmog@hnic. Lisovani rize probihat
nagiklad v lisovacich vanach, kde je zrno pod proudsmovatky nalévano do lisovacich
van, abychom zamezili osychani zrna (oklihnutigrétby se poté neslepilo. Jinou moznos-
ti je pouziti hydraulickych, pneumaticky¢hmechanickych lig [8,12,15,38].

U rady syt (nag. syr Nalbusi, Halloumi, Jadel) sefaauje p&ni, coZ je proces kdy do-
chazi k hiteni mirg prokysaného zrna v horké wodi syrovatce s naslednym vytahova-
nim do vldkengimz je dana charakteristicka vlaknita konzistemzem pdeni je mozné
piidat gil ¢i raizna kdeni, které se podili na vysledné chuti syraceRan také dochazi
k podpdeni trvanlivosti vyrobku [7,12,15,25].

2.2.2 Soleni

UZivani soli jako konzereaiho ¢inidla je zndmo jiz z historie. Spolu se suSenikvase-
nim tvai zaklad konzervmich metod. Obsah soli v syrech jzmy. U syfi zrajicich

v solném nalevu se obsah solize pohybovat az kolem 6 %. Opakem jsouiikdgd cer-
stveé syry, kde je obsah soli je jen kolem 1,5 %rétrnim gipadem je syr Domianti, ktery
muZe obsahovat az 12 — 15 % solil Spole&n¢ s dalSimi faktory, jako je nizké pH, vodni
aktivita ¢i redox-potencial, fispiva k prodlouzeni udrznosti §yrSil také syru dava tzv.
druhotnou chti (biochemickou aktivitou vznika cliygprimarni a to kysela). Syr bez soli ma
fadni az prazdnou ckiuDale zlepSuje stravitelnost syra, podili se naaigko-difuznich

procesech a také oviiuje konzistenci syra [12,38].

Béhem vlastniho soleni dochazi vlivem difize k praniklatek povrchem syra a zaréve
dochéazi k uvalovani latek z progedi syra, nafiklad zbytki laktozy, kyseliny miéné,
rozpustnych latek aj. Rychlost je dana koncemiira spadem, ktery je na fku nej-
vySSi. Difuze niZze byt zpomalovana néglad vysSi viskozitowi tukovymi kulickami,
které mohou blokovat kanalky mezi zrny. Zamdochézi k uvalovani syrovatky a roz-
pustnych soli do solné laz6,12,25,38]. NaCl ovSem iwie do jisté miry inhibovat pri-
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marni mikrofléru. Citlivost se zia¢ liSi u jednotlivych drub. CitlivéjSim druhem je na-
piiklad Lactococcus lactisubsp cremorisv porovnani d.actococcus lactisubsp.lactis.
Diky inhibici primarni mikroflory je zbyvajici lakiza rozloZzena nezakysovou mikroflorou,
ktera je obech mért citlivad na obsah NaCl [12]. NaCl oviiuje biochemickou aktivitu

v syru. Nizky obsah NaCl také owlivje proteolytickou specifnost chymozinu. Mléko
obsahujgadu givodnich proteindz, z kterych je nejvyznasjdin plazmin. Aktivita plazmi-
nu je dana teplotou tepelného @éat, pH syra a obsahem NaCl. Studie prokazujikée a
vita plazminu je inhibovanaip4 % NaCl. NaCl ovliviuje hydrataci kaseinu, coZz ma za-
sadni vliv na reologii a texturu syra. Toto lze dima pozorovat u syra bez obsahu soli a
s obsahem soli. Syr bez obsahu soli m&kau aZ pastovitou konzistenci, kdezto syr

s obsahem soli ma konzistenci tuzsi [18].

Pt vyrob¢ syri je mozno vyuzittyii zpisoby soleni. A to soleni ,do mléka“, ,désta”,
soleni na sucho a pomoci solné zfridavek soli pimo do mléka zajiiije rovnongr-
n¢jSi rozptyleni soli, ovSem dochazi ke ztrdtdm NpiCbdvodu syrovéatky. Soleni na su-
cho gredstavuje vtirani suché soli na povrch vyformovanggt. Soleni se musi obvykle
vicekrat opakovat, protoze povrch syra v kontakiomzcentrovaného roztoku soli, ktera
zpisobuje kontrakci bilkovin a zpomaluje difuzi s@i12,25,38]. Solna lakemusi spho-
vat dilezité parametry, jako je obsah soli, teplota, loste ale také mikrobialndistotu.
Béhem soleni dochazi k uvamlvani tepla, a tudiz se solné lAzeusi chladit. Teplota solné
lazre by mela byt takova, abyis plynule difundovala povrchem syra. Teplota sdbm®

se pohybuje v rozmezi 8 — 25 °C. Teploty vySSispbuji hromaéhi soli v povrchovych
vrstvach syra a odebirani vody zgedt syra. Sed syru niZze Zistat neprosolen a zarave
muze dochazet k nezddoucim mikrobialniméném. Dale se upravuje pH solné l&zn
které zavisi na druhu syra. Obvykle se pH pohybujezmezi 5,2 az 4,&Kyselé prosiedi

je dilezité pro potlaeni nezadouci mikrofléry. V malo kyselé lazni dadhiée zpomaleni
difuze soli a dsledkem mohou byt neprosolené syry. Koncentrades sallné lazni je 17 —
22 %. Ri koncentraci 15 — 17 % pronikdilsdo syru rychleji, ale vysledna koncentrace
v hmot syra je nizSi. Naopakiipkoncentraci nad 22 % se na povrchu syru viitkara,
ktera kapilary uzawe a brani tak difuzi soli. Nemémlilezitym parametrem je i mikrobial-
ni ¢istota solné lazh V solné lazni se mohou se vyskytovat sporotvdraléerie, kvasin-
ky, osmotolerantni mikroorganizmy. Pro kazdy dryhage charakteristick& doba soleni,

ktera se odviji od velikosti syru a obsahu vodynusa také na teplétsolné laza [7,38].
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2.2.3 Zréani a baleni

Mezi primérré probihajici dje v pribéhu zrani pat glykolyza laktézy, katabolizmus lak-
tatu a citratu, dale proteolyza a lipolyza. Nastegobihaji reakce produktkteré vznikaji

pii primarnich djich. Jedna se zejména o volné mastné kyselinylrgévaminokyseliny.

Prehled z&kladnich biochemickych
nén v obr. 2.
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Obrazek 2. Rehled biochemickych proces prabéhu zrani syi [12].

Rozklad laktézy je uskutéovan zékysovymi, pdfpact nezakysovymi bakteriemi. Vy-
sledkem je vznik kyseliny mé@é ¢i dalSich kyselin, které sniZuji vysledné pH, cailg

cuje nist nezadouci mikroflory. Mléko je zdrojem velmi mlab mnoZstvi citratu, asi 8

mmol.I*. Prevazn&ast citratu je odvasha syrovatkou. Citrat je metabolizovan citrat pozi-

tivnimi druhy Lactococcus lactisubsplactis var. diacetylactis.Vysledkem metabolizmu

je tvorba diacetylu, acetatu a acetoinu, ktégigpivaji k vyslednym senzorickym vlastnos-

tem [19].
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Mriviw s

hem proteolyzy dochazi k hydrolyze kaseto proteinazami giglla a také BMK. Protei-
nazy se takedine vyskytuji v mléce, fikladem je plazmin. V gibéhu proteolyzy dochazi
ke Stpeni kaseinu nejprve na vysoko a poté nizkomolekufgeptidy. Tyto kratSi peptidy
mohou byt dale hydrolyzovany az za vzniku volnyafireokyselin. Volné aminokyseliny
vstupuji do dalSich reakci a davaji vznik senzgrigktivnim latkam, které jsou charakte-
ristické pro jednotlivé druhy s§ir Obsah volnych aminokyselin zavisi na délce zadieidy
stupni proteolyzy. Pomoci intramolekularnich enaymkroorganizni dochazi k pemené
téchto volnych aminokyselin na senzoricky aktivnkiatjako jsou nafiklad aldehydy (p
acetaldehyd) alkoholy, aminy, fenoly, karbonylov@ugeniny (@. kyselina octova). ife-

hled proteolyzy a katabolizmu aminokyselin je znmézo v obr. 3.
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Obrézek 3. Eehled proteolyzy a katabolizmu aminokyselinivighu zrani syi
[12].

Lipolyza je charakteristicky &l pro syr Feta. Bnhem lipolyzy dochaziinnosti lipaz
k rozSEpeni esterové vazby mezi glycerolem a mastnymilkyamai. Mastné kyseliny jsou
prekurzorem pro vznikady €kavych latek. Mezidkavée aromatické sl@eniny radime
alkoholy, aldehydy, ketony {paceton).V syrech pak mizeme nalézt zejména kyselinu

maselnou, kaprinovou nebo laurovou a déale kysgdaimitovou, stearovou, olejovou, li-
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nolenovou a linolovou [34]. Zdrojem lipolytickycleymi je mléko, bakterie mt&ého
kvaSeni, zejména pak sekundarni mikroflora a nes@Aly mikroorganizmy
[12,16,19,27,38].

Syry zrajici v solném nalevu se obvykle bali ddkyeh spotebitelskych baleni, jako jsou
plechovky. Oive se ve velké mé vyuzivali dewné sudy, coZz bylo zejména
z manipul&niho hlediska nevyhodné a také syry dostavalyjSilm kaensnou chu. DalSi
moznosti jsou individualni baleni a gggac pridavek nejiiznéjSiho kaeni [12,15]. Bylo
Zjisténo, Ze druh obalu fdwny sudc¢i plechovka) ma vliv na chemické parametry syru.
Prikladem je syr Feta, u kterého bylo zji%b, Ze pokud zraje viedweném sudu ma nizsi
vihkost a niZsi obsah soli [33].

2.2.4 Vady syra zrajicich v solném nalevu

Nejcastji vady zpisobuji mezofilni a termofilni koky a termofilnicipky a to zejména
v prvnich dnech zrani, kdy syry zrajii py3Si teplot. Prikladem vady je skoré deni se
vyskytujici se zejména na &ku zrani. Tato vada je charakteristicka tvorbouny a

v jeho disledku tvorbou malych nepravych ok, které davajugyv. houbovitou konzis-
tenci. Tuto vadu zjsobuji gedevSim koliformni bakterie, které se mohou pontnozi
v prvni fazi zrani, kdy jeifizniva teplota i pH. Tato vada se ovSem u této skupym
vyskytuje jen ¥idka. V g@ipack, Ze syry nejsou zcela pammy v solném roztoku, tixe
dochazet k rozvoji plisni. DalSi moZznou vadou jknuti syfi, které vznika v fipac, Ze
koncentrace soli v solném roztoku je nizsi nez bhsaly v syru. S problémem se setka-
vamecastji u syni, které jsou nedostate prokysané a skladovany v solném roztoku p
nizsi teplo¢. S vadami se setkdvame i u solného roztoku. Dadtgakaleni roztoku, 2p
sobené neépstji Lactobacillus planatrumLactobacillus casesubsp.casej diky produkci
exopolysachariil[12,15]. V syrech i solném roztoku séibe vyskytovat celéada halofil-
nich ¢i halotolerantnich bakterii {fkladem jsou stafylokoky, mikrokoky, enterokoky a

koryneformni bakteriedi kvasinek [37].
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3 CHARAKTERISTIKAVYBRANYCH SYR U

Skupina syit zrajicich v solném nalevu je péme Siroka. Syry se liSi velikosti, tvarem,
pouzitym mlékenti vlastni technologii. NiZe jsou popsanykady vybranych druiln sy

zrajicich v solném nélevu.

Feta —fecky syr vyrabjici se z ov¥iho ¢i koziho mléka. Pt k nejstarSim syim na s¥té.

Syr ma bilou barvu, drobivou konzistendiaslou malych otvdr. Chu’ je lehce nakysla a
slana [12,21,30]. Mléko se po Setrné pasteraciadiima kysaci teplotu.rida se CaGl
zé&kysova termofilni kultur&treptococcus thermophiladactobacillus delbruecksubsp
bulgaricusa syidlo. MIéko se necha v klidu srdZet. Poté se vangfenina opatré roz-
kraji a nalije do perforovanych forem, kde se neatiiéapavat p teplot 14-16 °C po do-
bu 2 az 3 hodin. Nasleduje vtirani soli na poviyata & tento postup se opakuje, dokud se
nedocili pozadovaného obsahu soli. Prosolené gyneshaji i teplot kolem 15 °C -
kolik dni, dokud pH syra neni asi 4,4-4,6¢H&m této doby se na povrchu syra vytvo
jemné osliznuti (tviené bakteriemi mt@eho kvaSeni, kvasinkami a osmotolerantnimi
koky), které ma zasadni vliv na vysledné senzormstnosti. 1zolovany byly bakterie
Lactococcus lactis, Lactobacillus plantaruarkvasinkySaccharomyces cerevisiae, Deba-
romyces hanseniNa povrchu syra byly také izolovanany halotolémamikroorganizmy
jako jsou nafiklad stafylokoky, mikrokoky, enterokoky a korynefmi bakterie. Osliznuti
se [red balenim odstimje roztokem soli nebo ¢kkymi kart&i a vodou. Syry jsou

v plechovkach zalévany 6 — 8 % roztokem NaCl ackklany za snizeni teploty ( 4-5 °C),
coz vyrazi zpomali biochemické procesyki Beto teplo¥ jsou syry skladovany po zbytek
doby zrani coz je asi 5 az 6 tydj37].

Akawi - ma tvar hranolu, bilou barvu, plastickownkestenci a n@ezu je hladky, celistvy s
malym mnozstvim dutinek [2]. Vznikla #8nina je pedlisovana v lisovaci vé&n Sowasti
lisovaci vany je také krajeci iZaeni, které pedlisovanou sieninu nakraji na jednotlivé
¢tverce o velikosti 10 x 10 cm. Taktdipravenéctverce se rén¢ bali do plachetek a na-
sleduje vlastni lisovani nyni za vyssiho tlaku.d®sazeni titréni kyselosti 65-85 °SH se
syry vkladaji do solné lazma 24 hodin. Poté nasleduje baleni (individudkiipinové) a

mozné dochucovani négrgjSim kaenim [7,12,15,38].
Jadel - se vymyka skupirbilych syf, jedna se o syr z nizkodidané syeniny, kde cha-
rakteristickou vlaknitou strukturu ziskameig@aim syeniny [7,15]. K mléku oSé&tného

Setrnou pasteraci, vychlazeného na kysaci tepbogtiddn CaC} mezofilni kulturaa kul-
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turaLactobacillus helveticyssyidlo. Vznikla syenina se zpracovava na velikost zrna 5-7
mm, dale nasledujefipiivani na teplotu 38-42 °C, viz kapitola 2.1. Lisovarna probiha

v lisovaci vas, kde zarove dochazi ke kysani zrna na poZzadovanouchir&yselost 90-
105 °SH. Prokysana #gnina se nakraji na mensi bloky a dochazirkmqiav horké vod o
teplo& kolem 80 °C. Hmota se stava plastickou a dockdutéteni do tvaru housek. Pro
docileni zafixovani tvaru se syry se paunjodo ledové vody. Poté nasleduje soleni pomoci
solné 1azy a baleni, které fze byt individualni nebo velkoobjemové, kde se siadaji

do plechovek:i plastovych nadob a jsou zalévany solnym roztoKém

Halloumi — tradéni syr z Kypru, ktery se ovSem vyrdbi mimo jinéRumunsku a Lisabo-
nu. Poradu let se vyrahh ze syrového adiho nebo ze sisi owiho a koziho mléka. Dnes
pievlada vyroba z pasterovaného kravského mléka.aBarbila az Sedozluta. Halloumi je
polotvrdy syr bez #&ry. Struktura je elasticka a kompaktni. Podle zingsou ty nejlepsSi
syry obohacené matou. Typické pro tento syr jmiasyeniny @i teplog 90-95 °C po
dobu 30 minut [12,21]. Vznikla ggnina se lisuje, poté se nakraji na mensi blokyjsou
pareny v horké syrovatce po dobu 40-80 minut. Naskdahlazeni vtirani soli na povrch

syra. Nasledujici den jsou bloky vioZzeny do solnéirtoku [37].

Teleme — syr pochazejiciRecka. Vyrabi se jak z kravského &dw i koziho mléka. Bar-
va je bila az nazloutla. Konzistence je lehce di@bjemnd, hutna. Cliye typicky slana,
smetanova, pikantni, zejméné pyrob¢ z koziho mléka [12,21]. MIéko se oSeietrnou
pasteraci, zchladi na kysaci teplotu (asi 32°C}léduje pidavek CaCl termofilni kultu-

ry nebo smisi Lactococcus lactisubsp lactis a Lactobacillus delbrueckisubsp bulga-
ricus v poneru 1:3 a syidla. Vznikla srazenina se rozkraji na velikostazfinaz 2 cm. Poté
se zrno nalije do perforovanych forem a necha &amdlat. Syr se soli pomoci solné laz-
n¢ pri teplo€ 15-16 °C po dobu 20 hodin. Jakmile je pH syradh8héazi k pemiséni do
plechovek se solnym roztokem a jsou skladovanygibmd az 2 siai za chladirenskych
teplot [37].

Nalbusi — je polotvrdy syiCasto se vyrébi gerstvého oviho mléka nebo ze sisi owiho
a koziho mléka. Charakteristickou operaci je kratd@ni syeniny ve slaném roztoku
obohaceném o keni [12]. Tradini vyroba nezahrnujeffglavek kysacich kultur pouze
syridla. Syenina je kratce igdlisovana a dochazi k vtirani soli na povrch s@fzarakte-
ristické pro tento syr je pani gedlisovaného zrna ve védbsahujici & a nizna kdeni.

Poté se syry bali a zalévaji solnym roztokem [38].
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Mudaffara — vyrabi se ze syrového kravského mléiaorze srsi kravského, osiho a
koziho mléka. S§enina se kratce pia coz syru dava charakteristickou vliaknitou stouidt
[12]. Vznikla syenina se nakraji a necha se prokysavat. Poté ngsleditev na teplotu
asi 75 °C, coz udili syru charakteristickou vlaknitstrukturu. Nasleduje soleni pomoci

solné lazw a baleni syir do spotebitelského baleni [38].

Beyaz peynir — velmi oblibeny syr v TureckuivBdre se vyrakl z owiho mléka, dnes se
pouziva i mléko kozéi kravskeé. Jeho textura jeckka aZz stedre tvrda v zavislosti na zra-
losti [1,21]. Syr se spi#bovava \Lerstvém stavu nebo také jako zrajici v solném kazto
[12].
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4 BIOGENNI AMINY

4.1 Charakteristika

Biogenni aminy (BA) nmiZzeme charakterizovat jako alifatické (putrescirjaseerin, sper-
midin, spermin, agmatin), aromatické (tyramin, fietylamin) a heterocyklické (histamin,
tryptamin) baze odvozené od aminokyselin vykazujizhé biologcké funkce. BA vznika-
ji z aminokyselin psobenim dekarboxyldz, jakaisledek mikrobialni kontaminace &ip
kvasnych procesechiéhled biogennich amira jejich prekurzar je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3. Biogenni aminy a jejich prekurzory [1].

Pavodni aminokyselina Biogenni amin
Arginin Agmatin
Arginin, Ornitin Putrescin
Fenylalanin 2- fenylethylamin
Histidin Histamin
Lysin Kadaverin
Tryptofan Dopamin, Tryptamin
Tyrosin Tyramin
Putrescin Spermin, Spermidin

Putrescin je vychozi sléaninou pro syntézu spermidinu a sperminu. Reakéatgyzo-
vana spermidinsyntdzou a sperminsyntdzou za sfEdtiu S-adenosyl-L-methioninu.
Spermin a spermidin maji za specifickych podmingliSaé biologické inky ve srovnani
s ostatnimi BA [1,11,13]. Metabolické cesty tvordydegradace biogennich arinijsou

znazorgny v obr. 4.
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Obrazek 4. Metabolické cesty tvorby a degradacgdvinich amit [2].
4.2 Dekarboxylazova aktivita

4.2.1 Podminky vzniku BA

Pro tvorbu biogennich aminje dilezitd zejména ifitomnost aminokyselin, ffomnost
mikroorganizni s dekarboxylazovou aktivitou a také optimalni padkyg pro fist danych
mikroorganiznii. Mezi bakterie s dekarboxylazovou aktivitou ipaastupci rod Micro-
coccus, Pediococcus, Streptococcus, Lactobaciiehsiella, EscherichiaDekarboxyla-
zova aktivit je silgjsi v kyselém prosedi (optimalni pH 4,0),ibteplog 20-37 °C. Potra-
viny z hlediska vzniku BA rizeme rozdlit na fermentované a nefermentované. Jelikoz
BA vznikaji prevazie pasobenim bakteridlnich dekarboxylaz, 1ze tedgdpokladat, Ze
vySSi vyskyt BA bude u fermentovanych potravin. iWgu tvori ryby zejména makrelovi-
té, kde obsah BA ve svalo¥inmizZe gesahnout 100 mg/100 hanist BA Ize pozorovat
piedevsim u Spatnskladovaného produktu. Z ostatnich nefermentovarpatravin Ize
maly vyskyt BA redpokladat zejména v mase, mlééekolact, houbach, u &kterych
druhi zeleniny. Rehled vyznamnych mikroorganiZzmprodukujici biogenni aminy
v riznych potravinach jsou znazeny v tabulce 4. B dodrZovani vSech zasad spravné
hygienické praxe Ize mnoZstvi BA zmg sniZit. Odstragni BA z potravin je velmi nae

né. Cast&ného snizeni dosahneme u tepetpracovanych vyrolikreakci s redukujicimi

cukry [1,2,9,11]. Vznik BA také do jisté miry oviiuje gritomnost soli. Pro &Sinu BA
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pusobi sil inhibi¢neé, ale naopak syntéza histaminu nebo tyramiriderbyt v gitomnosti
NaCl zvySena. Déle s rostouci dobou skladovanibKuwaoste i mnoZstvi biogennich ami-

ni [12].

Tabulka 4. Vyznamné mikroorganismy produkujici leiogi aminy [11].

Potravina Izolované bakterie Nalezené aminokyseliny
Ryby Morganella morganii, Kleb{ Histamin, tyramin, kadave;
siela pneumonia, Hafnia rin, putrescin, agmatin,
alvei, Proteus mirabilis, spermidin, spermin,
Proteus vulgarius,
Clostridium perfringens,
Enterobacter aerogenes,
Vibrio alginolytiens, Ba-
cillus spp., Staphylococcus
xylosus
Syry Lactobacillus buchneri, L.| Histamin, kadaverin, pu-

delbrueckiisubsp bulga-
ricus, L. plantarum, L.
casei, L. acidophilus, Ente

rococcus faecium

trescin, tyramin, tryptamin

Maso a masné vyrobky

Pediococcus, Enterobacte
riaceae, Lactobacillus,
Pseudomonas, Strepto-

coccus, Micrococcus

Histamin, kadaverin, pu-

trescin, tyramin, tryptamin

Fermentovana zelenina

Lactobacillus plantarum,

Leuconostoc mesenteroide

Histamin, kadaverin, pu-

pstrescin, tyramin, tryptamin

Ferementované sojoveé prg
dukty

D-

Fhizopus oligosporus,
Lactobacillus plantarum,

Trichosporon beiglii

Histamin, kadaverin, pu-

trescin, tyramin, tryptamin
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4.2.2 Vyskyt BA v syrech

Zrajici syry jsou vhodnym prastdim pro vznik BA. Diky probihajici proteolyzeuhe
dochéazet ke zvySeni obsahu volnych aminokyselia,jeorhodny substrat pro bakterie s
dekarboxylé&ni aktivitou. Tvorba BA je ficitana zejména nezakysovym mikroorgani-
zmam, ale ani roli zakysovych mikroorganigmelze vylodit. Proto musi byt kladenud
raz na tyto zakysové mikroorganizmy a vybirat pyeotu ty, které nemaji dekarboxyla-
zovou aktivitu. Vznik BA ovliviuje celarada faktod,, nagiklad vySSi teplota zrani syr
vySSi pH, nizka koncentrace solahe gispivat ke vzniku BA. Vliv méa také jiz jakost sy-
rového mléka, typ mléka (kravskeé, kozicv Obecr se uvadi, Ze v syrech se nejvice
nachazi tyramin, poté nasleduje histamin, putresdiadaverin [2].

Biogennimi aminy se zabyv@da studii. Obsah BA byl studovan v syru Feta poudéd
meésial. Studie ukazuje, Ze nizké pH, vysoky obsah saaty negiznivé podminky pro
dekarboxyldzovou aktivitu a stanoveny obsah bioggnamini je nizky. Ve vyzrélych
syrech byl prokazan vyskyt putrescinu a tyramiraiimaco koncentrace tryptaminu a feny-
lalaninu byly velmi nizké a to po celou dobu zrfsji BA jsou také studovany v syrech
eidamského typu. Studie byla z&®ena na obsah kadaverinu, putrescinu, tyraminu-a his
taminu ve 4 vrstvach v zavislosti na 3 teplotniehimech zraniVv prib¢hu celé doby zrani
(98 dm) byl analyzovan nejvySsi obsah tyraminu, putraseirkadaverinu u s§rzrajicich
pii 10 °C. NizSi obsah BA byl analyzovan u vzéoryni, které byly po 38 dnech zranii p
10 °C gemistny do zraciho sklepa o teptob °C. NejnizSi stanovené mnozstvi bylo u
vzorka syra, ktery byl po 23 dnech zrarii p0°C pgemistn do zraciho sklepa o tepddd
°C. Histamin nebyl detekovan v Zaddném vzorku [4GJ5Si obsah BA byl stanoven u 8yr
eidamského typu, jejichz zrani probihalo teplot 16 + 2 °C. Detekovan byl vysSi obsah
tyraminu, putrescinu a kadaverinu az dvojnasobporovnani s kontrolnimi vzorky zraji-
cimi pri teplog€ 10 + 2 °C. Na konci experimentu byl obsah BA vampvaném vzorku az
800 mg. kg (56. den) a u kontrolniho vzorku 350 mg:*kg.12. den) [26].

4.3 Toxikologicky ucinek

BA jsou pro lidsky organizmus nepostradatelné,valesy3Sich koncentracich mohot-p
sobit psychoaktivé anebo vasoaktivn Ve stevech se na odbouravani BA podili monoa-
minooxidaza a diaminioxidaza. Aktivitdadhto enzyni vyrazreé ovliviiuje toxicky &inek.
Vysoké koncentrace BA neni schopen enzymovy sys&iminovat a dochazi

k negiznivym projewim pro lidsky organizmus. Mezi symptomy vysokych elé\pati
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vyrézka, kopivka, zvraceni, prjem, bolesti hlavy, kece, buSeni srdce aj. Mezi vyrazn
zesilujici faktory intoxikacegadime alkohol, l&va, gastrointestinalni choroby. Vyrazné
negiznivé &inky na lidské zdravi maji vysSi koncentrace histamtyraminu a fenylety-
laminu. Mozny vyskyt tryptaminu a agmatinu nenijsgén s nefiznivym vlivem na lid-
ské zdravi. Maximalni ffpustné mnozstvi jesice stanovitelné, protoze je pefha brat
v Uvahu aktivitu enzyrin(monoaminooxidaz a diaminioxidaz}ifwmnost inhibitod (I€ci-
va, pog. alkohol) nebo aktivatdr Putrescin, spermin, spermidin a kadaverin nemeyji
piiznivy inek na lidské zdravi, mohou ale reagovat s duginvzniku potenciatci
pravéEpodobré karcinogennich nitosamin[1,2,9-11]. Polyaminy, spermin a spermidin
maji fadu biologickych funkci. Viznych biochemickych reakcich mohou byt zdrojem
dusiku, také mohou slouzit jako prekurzeéagly enzyni, nukleovych kyselir€i proteini.

Pfi regulaci bugc¢ného fistu, zejména ip diferenciaci busk maji vyznamnou funkci
zejména polyaminy. Pro urychleni hojeni ran a papal je Zadouci zvySenyiem po-
travnich polyamif [12].

BA paftii mezi reaktivni slogeniny, kron&¢ enzymovych reakci mohou BA oxidativni dea-
minaci poskytovat aldehydy. Reakci s triacylglytenenikaji amidy a mastné kyseliny,
které vstupuji do reakci neenzymovéh@dmuti stej@ jako dalSi aminokyseliny. Vysled-
nym produktem jsou iminy. Mohou byt prekurzory se#arnich amif, které vytvéi ne-
bezpéné produkty. BA velmi snadno reaguji s dusitanywziaiku nitrosamii, které jsou

povazovany za karcinogenni. Obrazek 5 popisujeniil@akce biogennich aniifl10,11].

20, oxidativni deaminace

» RI-CH=0 aldehvyd
-NH;
R2-COOR? teplo

» R2-CO-NH-CH:-R! amid

RI-CH-NH;, —{ -R*-OH

R*-CHO neenzymové hnédnuti

»R-CH=N-CHR! imin
-H,O
H.0- oxidace

»R!-CH=NH imin
-2 H.0

Obrazek 5. Hlavni reakce biogennich ainib2].
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. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo izolovat dekarbéxg pozitivni bakterie ze syeraji-

cich v solném néalevu a kvantifikovat jejich dekatydézovou aktivitu.
Pro vypracovani diplomové prace bylhilekitéieSit nasledujici dil ukoly.
0 Zpracovat reSerSi o vyrélsyn zracich v solném nalevu a o vyznamu biogennich
amini
0 Realizovat mikrobiologicky rozbor
o Chromatografické stanoveni biogennich aimin

0 Na zéaklad teoretické&ésti a stanovenych vysleilkormulovat zagry
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6 MATERIAL A METODY

Analyza byla provedena celkem u 30 vZzodyr zrajicich v solném nalevu.&t8ina ana-
lyzovanych syit byla zcela nahodrnzakoupena v obchodnitbtzcich vCeské republoce.
Vzorky byly jak z pultového prodeje, tak také baeyry jiz od vyrobce. Analyzovanymi
vzorky byly syry Jadel, Feta, Balkansky syr {&pugmi i bez gichug), Akawi
(s pichuemi i bez gichut) viz tabulka 5. Bt vzorki predstavoval syr Akawi skladovany
po dobu jednoho rokuipteplo& 10-15 °C. Na jednotliva stanoveni bylo pouzito wZd

vzorka.

Tabulka 5. P&ty jednotlivych vzork zrajicich v solném nalevu

Druh syra Poet kusi
Balkansky syr bezichut 11
s pichuti 1
Jadel bez fichug 5
Akawi bez gichug 5
s pichuti 5
Feta 3

6.1 Metody mikrobiologického stanoveni

6.1.1 Obecny zasady zpracovani

Pro jednotliva stanoveni byléeba navazit 3 az 5 g vzorku. Ke vzorku byl patiédm Oti
nasobek fyziologického roztoku a vzorek byl po d&@minut homogenizovan na homo-
genizatoru typu Stomacher. Poté bylapmvena pislusna desitkovdedini suspekze

vzorka.

6.1.2 Stanoveni mi€nych bakterii

Stanoveni mignych bakterii bylo provedeno dle platné nor@gN ISO 15214 &SN
560094. @kovano bylo 0,1 ml ro2tem na sterilni zivnétuy MRS (de Man, Rogosa,
Sharpe agar, laktobacily) a M17 (éé koky). Gkovano bylo 13, 102 10° 10* fedkni.
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Kultivace na zivné fid¢ M17 probihala p teplot 30 °C /24 hodin a kultivace na zZivné
pudé MRS probihala $ teplot 30 °C /48 hodin.

6.1.3 Stanoveni celkového p&u mezofilnich aerobnich a fakultativré anaerobnich

mikroorganizmi

Stanoveni celkového ptu mezofilnich aerobnich a fakultatév@naerobnich mikroorga-
nizma bylo realizovano dle platné norn$8N EN 1SO 4833. &ovano bylo 0,1 ml rozt
rem na sterilni Zivnouiglu PCA (Plate Count agar).ckbvano bylo 1d, 102 10° 10%
10°, 10° fedkéni. Kultivace probihalaipteplot 30 °C /24 hodin.

6.1.4 Stanoveni koliformnich bakterii

Stanoveni koliformnich bakterii bylo realizovane gllatné normy’SN 1SO 4832. @ko-
vano bylo 0,1 mliedsni 10%,10% 10°) roztrem na sterilni EA (End/ Agar). Kultivace
probihala p teplog 37 °C /24 hodin.

6.1.5 Stanoveni enterokol

Stanoveni enterokdkbylo realizovano dle platné norngiBN ISO 6887-1. Gkovano bylo
0,1 ml geckni 10%,10% 10° rozerem na sterilni Zivnou {mu SBA (Slanetz-Bartley
Agar). Kultivace probihalaipteplot 37 °C /24 hodin.

6.1.6 Vyjadreni vysledku - pditani kolonii

Pro spravné hodnoceni a vysledek jaglod dobe zvolit dan&edni, tak aby na plotnach
bylo max. 300 kolonii. Petriho misky st8im mnozstvim kolonii se obvykle nejiaji.
Patet mikroorganizmi obvykle vyjadujeme jako KTJ (kolonie twéci jednotku) nebo
CFU (colony forming units) na jednotku objersithmotnosti ( KTJ.mf, KT.g%). Viastni
vypocet:

x./
d.Vv

=

N =

Kde:

N = paset mikroorganism ( KTJ.mf*, KTJ.g"

. = pctet vSech kolonie tudcich jednotek na plotnach pouzitych pro vispio
N = patet ploten pouzitych pro vyget

d = prislusné pouzitéedini
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V = objem inokula (ml)

=
N = :
V.(n, +0,1.1,).d

Kde:

. = pctet vSech kolonie tudcich jednotek na plotnach pouzitych pro vispio
n; = paet ploten prvnihdedni pouzitych pro vypeet

n, = paet ploten druhéh&edni pouzitych pro vypéet

d = prislusné pouzitéedni

V = objem inokula (ml)

6.1.7 Priprava vzorku pro stanoveni biogennich amii

Po kultivaci byly izolovany suspektni kolonie. Nejp byly dané kolonieipatkovany na
prislusnou Zivnou fdu (dle toho, ze které byly izolovany-MRS, M17, PG&div agar,
SBA) a poté byly izolovany jednotlivé kolonie kziZon roztrem. Pro dalSi analyzu bylo
pouzito 94 suspektnich kolonii. Izolované kolonyylpireatkovany do zkumavek s teku-
tou zivnhou fidou (Nutrient Broth (kolonie z PCA agaru), M17 Brdgkolonie z M17 agaru
a Slanetz-Bartley agaru), MRS Broth) a kultivovéd hodin / 30 °C. Poté byla kazda
zkumavka peatkovana do 4 zkumavek s tekutou Zivnaidpu, tentokrat obohacenou o
aminokyseliny (prekurzory biogennich armjnPridany byly aminokyseliny histidin, lysin,
arginin, ornitin, tyrozin a fenylalanin, kazda 2% (v/w) koncentraci. Kultivace probihala
po dobu 24 hodin/30 °C. Nasledujici den byl obsalzkumavkach odsdin 20 min i
4600 ot. Do ependorfkové mikrozkumavky bylo nepipéno 750ul vzorku a 750ul ky-
seliny chloristé (c = 1,2 mol/l). Z kazdé zkumaukyly paralerg pripraveny 3 zkumavky.
Mikrozkumavky byly do analyzy uchovavanii peplot -18 °C.

6.2 Stanoveni biogennich amif

Vzorky syra byly lyofilizovany, poté bylo navazedo zkumavky 1g vzorku arjdano 10
ml 0,6M HCIQ,. Z kazdého vzorku syra byly pro analyzu paralgaipravovany 2 vzorky.
Obsah ve zkumavce byl promichan pomoci vortexu miB0tepan narepace. Nasledo-
valo odstedni pii 6000 ot. /20 minut. Tekuty podil bykglit do 25 ml odmirné baiky.
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Dale bylo gidano 7 ml 0,6M HCIQ Obsah byl ogt promichan pomoci vortexu a 30 min
tiepan naiepace a odsedn. Tekuty podil byl gelit do 25 ml odnarné baiky. Opst na-
sledoval pidavek 7 ml 0,6M HCI@a nasledujici postup byl stejny. O&éima baika byla
po rysku doplana 0,6M HCIQ Jednotlivé extrakty byly igfiltrovany ges papirovy filtr
[39].

Nasledujici postup je stejny pro lyofilizované Japisyra i pro mikrobiélni vzorky. Do
zkumavek bylo nepipetovano 1@0vnitiniho standartu (1,7 - heptandiaminjidan 1 ml
extraktu, 1,5 ml uhéitanového pufru o pH 11,0 — 11,1 a 2 ml dansyldtloo koncentraci

5 g/l v acetonu. Zkumavky byly uzéany a 20 hodintépany v temnu. Nasledujici den
bylo pridano 200ul prolinu a ot se zkumavky nechaly 1 hodiniepat v temnu. Nasle-
doval gidavek 3 ml heptanu &pani po dobu 3 minut. 1 ml heptanové vrstvy bylipe-
tovan do vialky a p teplot 60 °C pod proudem dusiku do sucha. K suchému &dpar
bylo piidano 1,5 ml acetonitrilu a vialky byly uziany a do analyzy skladovanii peplot
-18 °C. Bezprosedre pred analyzou byl vzorek refiltovan pes stikackovy filtr

s porozitou 0,22um a davkovan do chromatografickéhdizani [39].

6.2.1 Chromatografické stanoveni

Metoda stanoveni biogennich aininyla provedena dle metodiky podle Dadakové a kol.
[39]. Pro detekci byla zvolena metoda HPLC, meteglaazujici vysokou citlivost a repro-
dukovatelnost vysledk Pred detekci bylo nutné vzorky derivatizovat, v naJafpadc
pomoci dansylchloridu, coZigdstavuje klasické derivatiga cinidlo pro pre-kolonovu
derivatizaci. Dansychlorid dava barevné produktgré Ize detekovat spektrofotometricky
pii vinové délce 254 nm. Aminy byly separovany s vtinZ binarniho systému acetonitril-
voda s pittokem 1 ml/1 minutu [39].
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7 VYSLEDKY

V prab¢hu 6 nEsiar byly provedeny jednotlivé mikrobiologické rozbany30 vzorki sym
zrajicich v solném roztoku, které byly nahddmmkoupeny v obchodni sitiGR. Mikrobi-
ologicky rozbor byl zarren na stanoveni celkovych b mezofilnich aerobnich a fakul-
tativné anaerobnich mikroorganiZmstanoveni miénych bakterii, koliformnich bakterii a
enterokoki. Poté byly vybirany suspektni kolonie a ty bylgtevany na produkci biogen-
nich amiri. Obsah biogennich aniirbyl také zkouman jiz v samotnych vzorcichisyr

Vzorky byly ozn&eny pismeny A — EE viz tabulka 6.

Tabulka 6. Seznam vzark

A | Balkansky syr P | Jadel

B | Balkansky syr, pultovy prodej Q| Jadel

C | Balkansky syr R | Jadel

D | Balkansky syr, pultovy prodej S| Jadel, pultovgqej

E | Balkansky syr T | Jadel, pultovy prodej

F | Balkansky syr, pultovy prodej U| Akawi silemim tzatziky
G | Balkansky syr V | Akawi s kenim gyros
H | Balkansky syr W | Akawi s kenimcesnek

I Balkansky syr, pultovy prodej X | Akawi s kenim tzatziky

J Balkansky syr Z | Akawi zrajici 1 rok v solném néle
K | Balkansky syr AA| Akawi zrajici 1 rok v solném nalevu
L | Balkansky syr, pultovy prode;j BB Akawi zrajicirdk v solném nalevu
M | Feta, pultovy prodej CC Akawi zrajici 1 rok v sém nélevu

N | Feta, pultovy prodej DD Akawi zrajici 1 rok v solném nalevu

O | Feta, pultovy prodej EE Akawi siemim gyros
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7.1 Mikrobiologicky rozbor testovanych syri

Vysledky pa@tu mikroorganiznd ve vzorcich balkanského syra jsou shrnuty v tabulc
Patty mezofilnich aerobnich a fakultat&ranaerobnich mikroorganiZmse pohybovaly
vrozmezi 6,0.10az 1,8.10 KTJ.g*. Paity laktobaciti se pohybovaly od 1,1.i0do
4,716 KTJ.g*. Pasty laktokoki byly v rozmezi 1,1.10KTJ/g aZz 1,4.10KTJ.g". Pritom-
nost koliformnich bakterii byla prokdzana pouzezarku H, a to v p&u 2,1.16 KTJ.g~
U ostatnich vzonk (A-L) nebyly kolifomni bakterie stanovenyiidmnost enterokak
byla prokdzana u vzoilkF a J. U vzorku F byl get enterokok 3,0.1G KTJ.g'a u vzorku
J5,5.16 KTJ.g"

Tabulka 7. P&ty mikroorganini stanovenych ve vzorcich Balkanského syra (A-L)

Vzorky Stanovené mikroorganismy
CPM laktobacily laktokoky koliformni | enterokoky
bakterie
A 1,3,10 8,3.10 5,5.10 <10
B 6,0.10 9,2.10 1,1.1G
C 2,4.10 2,5.10 2,8.10
D 1,4.10 1,2.1G 7,3.10
E 1,8.16 7,0.10 1,3.10
F 2,4.10 9,0.1G 1,2.1d | 3,010
G 1,6.10 3,7.10 2,7.10 <10
H 2,8.10 6,4.10 1,4.10 21160 | <10
| 1,8.10 6,4.1G 9,1.10 <10
J 1,3.10 4,7.10 3,6.10 <10 | 5510
K 2,2.10 1,9.16 1,6.1d <10
L 2,4.10 7,9.10 6,6.10

Tabulka 8 pojednava o vysledcich¢po mikroorganizni stanovenych ve vzorcich syr
Feta. Poty mezofilnich aerobnich a fakultat&mnaerobnich mikroorganiZnse pohybo-
valy v rozmezi 1,210a7 1,3.18 KTJ.g*. Paity laktobaciti se pohybovaly od 2,7.4@o
1,0.16 KTJ.g*. Paty laktokoki byly v rozmezi 1,5.11KTJ.g*az 2,8.18 KTJ.g". Pitom-
nost koliformnich bakterii byla prokdzana poze arka N, a to v p&tu 3,6.16 KTJ.g*. U
ostatnich vzork (M a O) nebyly kolifomni bakterie stanovenytitBmnost enterokak

byla prokéazana u vzorku O v §a 2,5.16KTJ.g%
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Tabulka 8. P&ty mikroorganinii stanovenych ve vzorcich siyfFeta (M-O)
Vzorky Stanovené mikroorganismy
CPM laktobacily laktokoky koliformni | enterokoky
bakterie

M 1,9.105 2,7.10 1,5.1d <10

N 1,3.10 7,8.10 2,8.10 3,6.10 <10

¢} 1,2.10 1,0.16 4,9.16 <10 2,516

Vysledky p@tu mikroorganizni ve vzorcich syir Jadel jsou shrnuty v tabulce 9.¢Bo
mezofilnich aerobnich a fakultati¥mnaerobnich mikroorganizinbyly v rozmezi 3,2.10
aZ 6,6.16KTJ.g". Paity laktobacili se pohybovaly od 1,1.1@o 3,7.16 KTJ.g". Paity
laktokokii byly v rozmezi 1,1.10KTJ.g'aZ 1,5.16KTJ.g*. Fitomnost koliformnich bak-
terii byla prokdzana u vzorku Q vato 3,6.16 KTJ.g%. U ostatnich vzork (P-T) nebyly
kolifomni bakterie stanoveny.ifomnost enterokak byla prokazana u vzorku R v §ia
2,5.10°KTJ/qg.

Tabulka 9. P&ty mikroorganisni stanovenych ve vzorcich siydadel (P-S)

Vzorky Stanovené mikroorganismy
CPM laktobacily laktokoky koliformni | enterokoky
bakterie
P 6,4.16 1,1.1G 9,0.10 <10 <10
Q 1,2.10 9,0.1G 1,1.16 3,6.1G
R 6,6.10 3,7.10 2,0.10 <10 2,510
S 8,2.16 1,1.1G 1,2.1G <10
T 3,2.1G 1,1.16 1,5.16

Tabulka 10 ukazuje vysledky §o mikroorganizni stanovenych ve vzorcich siyAkawi.
Paity mezofilnich aerobnich a fakultat&ranaerobnich mikroorganiZimse pohybovaly
v rozmezi 1,1.1%a7 5,2.18KTJ.g . Paity laktobacili se pohybovalyod 3,2.360 6,1.18
KTJ.gl. Paty laktokoki byly v rozmezi 1,3.10 KTJ.g"az 1,3.16 KTJ.g*. Pritomnost
koliformnich bakterii byla prokdzana poze u vzoB® v postu 5,2.16 KTJ.g. U ostat-
nich vzorki (U-EE) nebyly kolifomni bakterie stanovenyitBmnost enterokakbyla pro-
kdzana u vzorku W, AA, CC a EE. U vzorku W bykpbenterokok 2,5.10 KTJ.g*, u
vzorku AA byly paity enterokok 1,3.1G KTJ.g%, u vzorku CC byly pdty enterokok
2,2.1G KTJ.g*a u vzorku EE byly pay enterokok 6,5.1d KTJ.g*



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40
Tabulka 10. P&y mikroorganisni stanovenych ve vzorcich syru Akawi (U-EE)
Vzorky Stanovené mikroorganismy
CPM laktobacily laktokoky koliformni | enterokoky
bakterie
U 5,2.10 4,8.16 1,8.1d <10
V 1,1.10 5,8.10 6,9.10
W 2,1.10 3,5.16 2,8.10 <10 | 2516
X 1,1.10 1,4.10 8,5.1d <10
z 6,2.10 2,4.10 1,3.1G <10 <10
AA 1,6.10 3,7.10 2,5.10 1,3.10
BB 1,8.10 6,1.10 1,3.16 5,2.10 <10
cC 1,8.16 3,2.10 8,1.1d <10 2,2.18
DD 1,1.1G 1,0.1d 4,1.10 <10
EE 45.10 8,6.10 8,3.10 <10 | 6,516

7.2 Stanoveni biogennich amifi ve vzorcich sy

Vysledky stanoveni biogennich anmitryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu a kadaverin

ve vzorcich Balkdnského syra (vzorkyA az L) jsounsity v tabulce 11. Z vysledkvy-

plyva, Ze tryptamin, fenylethylami, poutrescin, &adrin, histamin a spermidin nebyly

detekovany v Zzadném ze vzarBalkanského syra.

Tabulka 11. Stanoveni biogennich atn{tyraminu a sperminu) ve vzorcich Balkdnského

syra
Vzorky Biogenni aminy
Tyramin Spermin
A 21,08+0,87 40,39+2,63
B 7,39+0,16 19,39+1,91
C 20,54+1,76 57,58+2,50
D 2,38+0,25 13,86+0,87
E 15,70+0,89 442412 11
F 3,23+0,23 16,63+0,96
J 3,99+0,24 12,72+0,83
K 3,84+0,33 12,86+0,73
L ND* 11,26+0,56

Pozn. NI - nebylo detekovano

Tyramin byl detekovan u vSech testovanych Balkaolsksyt s vzorku L. NejvysSi dete-

kované mnoZstvi tyraminu (21,08+0,87 mg‘kbylo stanoveno u vzorku syru A. ve véech

analyzovanych vzorcich Balkanského syra byla &jgtgitomnost sperminu. NejvySSi

detekované mnozstvi sperminu (57,58+2,50 md.kglo detekovano u vzorku C.
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V tabulkach 12 a 13 jsou shrnuty vysledky stanowmogennich amiin ve vzorcich syru
Feta. Tryptamin, fenyletylamin a spermidin nebytgr®veny u Zadného vzorku 8yFeta.
Limitujici mnoZstvi putrescinu bylo zji&to u vzorku M (308,50+19,29 mg.Kpa vzorku
N (349,99+0,91 mg.k§. Kadaverin byl detekovan pouze u jednoho vzoMi, (1 tohoto
vzorku byl zji$&n v mnozstvi 31,01+1,66 mg.kg

Histamin byl detekovan u vzorku M v mnoZstvi 46,2@4 mg.kg. Limitujici mnoZstvi
tyraminu bylo detekovano u vzorku M 380,431+21,99.kg”, u vzorku N122,71+9,57
mg.kgh,u vzorku O 133,25+10,99 mg.RgSpermidin nebyl detekovan u Zadného vzoru

syru Feta. Nejvy3si detekované mnozstvi 73,41+hdkg sperminu bylo u vzorku M.

Tabulka 12. Stanoveni biogennich atn{putrescinu a kadaverinu) ve vzorcich syra Feta

Vzorky Biogenni aminy
Putrescin Kadaverin
M 308,50+19,29 31,01+1,66
N 349,99+0,91 ND
O 12,27 ND

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Histamin byl detekovan row#t pouze u vzorku M, ato v mnoZstvi 46,76+2,11 mgd.k
Limitujici mnoZstvi tyraminu bylo detekovano u vikorM 380,43+21,90 mg.kY u vzor-
ku N 122,71+9,57 mg.k§ u vzorku O 133,25+10,99 mg.kgNejvyssi detekované mnoz-

stvi 73,41+1,77 mg.k§sperminu bylo stanoveno u vzorku M.

Tabulka 13. Stanoveni biogennich atnifimistaminu, tyraminu a sperminu) ve vzorcich

syra Feta
Vzorky Biogenni aminy
Histamin Tyramin Spermin
M 46,76+2,11 380,43+21,90 73,41+1,77
N ND* 122,71+9,57 12,96+10,84
6] ND* 133,25+10,99 42,33+2,05

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Vysledky stanoveni biogennich ame vzorcich syir Jadel (P-T) jsou shrnuty v tabulce
14. Tryptamin, fenylenamin, putrescin, histamirparsmidin nebyly detekovany v zadném
ze vzorki P-T. Kadaverin byl stanoven pouze u vzorku R v hsbd 11,65+0,65 mg.ky
Nejvyssi detekované mnozstvi tyraminu (27,57+1,8Bkgi) bylo u vzorku T. Nejvyssi
detekované mnozstvi sperminu bylo zji&i u vzorku R, a to v mnoZzstvi 20,97+1,13

mg.kg™.
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Tabulka 14. Stanoveni biogennich atn{ityraminu, sperminu a kadaverinu) ve vzorcich

syra Jadel
Vzorky Biogenni aminy
Tyramin Spermin Kadaverin
P 7,71+0,28 11,90+0,67 ND
Q 9,09+0,60 18,711+0,85 ND
R 11,43+0,86 20,97+1,13 11,65+0,65
T 27,57+1,88 5,04+0,47 3,22+0,09

Pozn. ND¥...nebylo detekovano

V tabulce 15 jsou popsany vysledky stanoveni binggnamiri ve vzorcich syra Akawi
(U-EE). Tryptamin, fenyletylamin, putrescin, histana spermidin nebyly detekovany u
zadného ze vzotksyra Akawi. Pitomnost kadaverinu byla detekovana pouze u vzorku
EE, a to v mnoZstvi 3,45+0,17 m{.Tyramin nebyl detekovan u vzorku W. Nejvy3si de-
tekované mnoZstvi 46,66+2,93 mtbdhoto biogenniho aminu bylo stanoveno u vzorku U.

N 1

Nejvyssi detekované mnoZzstvi sperminu bylo u vzaiks8,32+3,40 mg}l).

Tabulka 15. Stanoveni biogennich atn{kadaverinu, tyraminu a sperminu) ve vzorcich

syra Akawi
Vzorky Biogenni aminy
Kadaverin Tyramin Spermin
U ND* 46,66+2,93 58,32+3,40
V ND* 3,84+0,33 12,86+0,73
W ND* ND* 11,26+0,56
EE 3,45+0,17 41,98+2,79 10,90+0,65

Pozn. NI - nebylo detekovano

7.3 Stanoveni dekarboxyladzové aktivity bakterii izolovaych z testova-

nych syni
7.3.1 Stanoveni dekarboxylazové aktivity u bakterii izoleanych z Zivné gidy PCA

Vysledky dekarboxylazové aktivity bakterii izolowamze vzork Balkanského syra jsou
uvedeny v tabulkach 16 a 17. Ze vzorku B byly ad¢gPCA izolovany 3 kmeny bakterii.
U izolati byla stanovena produkce tyraminu, fenyletylamipuirescinu i kadaverinu.
Nejvy$si mnoZstvi tryptaminu bylo detekovano uazelH1 a to 12,1+0,6 mg.l U izolat

J1, J2, J3 nebyla tvorba tryptaminu detekovana.vy88j mnozstvi fenyletylaminu
(6,15+0,37 mg1) bylo detekovano u izolatu J1. Limitni mnoZstvirpacinu bylo stano-
veno u izolal B2 (308,7+22,0 mg¥), E1 (1282,1+49,6 mg'), E3 (356,5+27,4 mgY),
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H1 (395,8+32,3 mg1). Kadaverin byl u 3 izolatstanoven v limitnim mnoZstvi a tou izo-
latu J1 (229,12+9,32 md), J2 (124,93+7,56 mg'), J3 (201,60+15,35 md}).

Tabulka 16. Produkce tryptaminu, fenyletylaminutrescinu a kadaverinu u bakterii izo-

lovanych ze vzork Balkanského syra (Zivhaiga PCA)

Vzorky Biogenni aminy

Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin
Bl 3,7+0,3 0,1+0,0 0,8+0,1 2,310,1
B2 4,610,2 0,5+0,2 308,7+22,0 4,9+0,5
B3 3,50,2 0,3+0,0 0,6+0,0 1,540,1
El 8,1+0,8 2,0+0,1 1282,1+49,6 30,3+0,9
E2 4,9+0,3 0,3+0,0 1,340,1 2,0+0,2
E3 5,1+0,2 0,710,1 356,5+27,4 10,8+0,8
F1 2,3+0,2 0,1+0,0 1,2+0,1 1,0+0,1
F2 2,940,2 0,2+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1
F3 1,840,1 0,60,0 0,8+0,1 1,4+0,1
F4 2,610,2 0,2+0,0 0,8+0,0 1,840,1
F5 4,5+0,4 0,2+0,0 2,0+0,1 1,610,1
H1 12,1+0,6 1,4+0,1 395,8+32,3 20,3£1,6
11 3,710,3 1,440,2 1,0+0,1 2,4+0,1
12 4,4+0,3 0,1+0,0 1,1+0,1 2,410,1
J1 ND¢ 6,15+0,37 5,60+0,29 229,12+9,32
J2 ND¢ ND* 2,70+0,18 124,93+7,56
J3 ND* ND* 3,85+0,23 201,60£15,35%

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

U bakterii izolovanych natplé PCA ze syt B a | byla prokazana produkce histaminu.
Histamin nebyl detekovan u kmieizolovanych ze vzork syra J. NejvysSi mnozstvi his-
taminu (36,2+0,4 mgl) bylo stanoveno u izolatu E3. Produkce tyraminiatsganovena u
vSech bakterii izolovanych ze vzdriBalkanského syra. NejvySSi mnozstvi tyraminu
(47,53+2,90 mg}) bylo detekovano u izolatu H1. Tvorba spermidimbyla detekovana u
izolata J1, J2, J3. U kménizolovanych z ostatnich vzatlsyri (B-1) byl spermidin stano-
ventadow v desetinach mg/l. Spermin nebyl detekovan u tadlh 12. NejvysSi mnozstvi

spermidinu (43,57+1,83 md) bylo stanoveno u izolatu J1.

Tabulka 17. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych
ze vzorki Balkanského syra (Zzivnaiga PCA)

Vzorky Biogenni aminy
Histamin | Tyramin | Spermidin Spermin
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Bl 0,6+0,0 2,8%0,2 0,5+0,0 2,510,2
B2 2,7+0,1 1,7+0,2 0,4+0,0 2,7+0,2
B3 0,3+0,0 1,5+0,1 0,5+0,0 0,8+0,1
El 6,2+0,4 10,5+0,7 0,6+0,0 2,9+0,2
E2 0,6+0,0 2,0+0,2 0,5+0,0 3,1+0,2
E3 3,0+0,2 1,8+0,2 0,4+0,0 2,0+0,1
F1 0,3+0,0 1,4+0,1 0,3+0,0 0,1+0,0
F2 0,4+0,0 0,9+0,1 0,4+0,0 0,1+0,0
F3 0,5+0,0 1,6+0,1 0,7+0,0 0,1+0,0
F4 0,4+0,0 1,0+0,1 0,4+0,0 0,1+0,0
F5 0,6+0,0 0,9+0,1 0,7+0,0 0,4+0,0
H1 6,0+0,4 2,0+0,1 0,6+0,0 0,4+0,0
11 0,7+0,0 2,1+0,2 0,4+0,0 ND

12 0,6+0,0 1,8+0,1 0,7+0,0 ND

J1 ND* 47,53+2,90 ND 43,57+1,83
J2 ND 38,82+3,04 ND 37,55+2,39
J3 ND 37,25+2,41 ND 34,43+2,72

Pozn. ND¥...nebylo detekovano

V tabulkach 18 a 19 jsou shrnuty vysledky dekarldmyvé aktivity u bakterii izolova-
nych na fid¢ PCA ze vzor sym Feta. Nejvy$$i mnoZstvi (4,0+0,3 mu.kryptaminu
bylo detekovano u izolatu M2. Stanovena mnozstayletylaminu byla u vSech izokat
bakteriize ze vzorksyri Feta v desetindch md.INejvy3si detekované mnoZstvi putresci-
nu (3,8+0,4 mg) bylo zjis&no u izolatu O2. Nejvyssi mnozstvi kadaverinu (B,2+
mg.) bylo detekovano u izolatu M2.

Tabulka 18. Produkce tryptaminu, fenyletylaminutrescinu a kadaverinu u bakterii izo-

lovanych ze vzork syri Feta (Zivna ppda PCA)

Vzorky Biogenni aminy
Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin
M2 3,4+0,2 0,2+0,0 0,9+0,1 1,7+0,1
M2 4,0+0,3 0,2+0,0 0,7+0,0 2,240,1
N1 2,4+0,2 0,2+0,0 1,8+0,1 1,6+0,1
N2 2,6x0,2 0,1+0,0 1,9+0,1 1,2+0,1
01 2,9+0,3 0,9+0,1 1,9+0,2 1,9+0,2
02 2,9+0,2 0,2+0,0 3,8+0,4 1,5+0,1
03 3,2+0,3 0,1+0,0 1,7+#0,1 1,6%0,1
04 3,4+0,3 0,1+0,0 1,4+0,1 1,4+0,1
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Produkce histaminu, tyraminu, spermidinu a spernbgla detekovana u vSech knien
izolovanych na fdé PCA ze vzork sym Feta. Histamin a spermidin byly stanovéago-
vé v desetinach mg*l Nejvyssi mnoZstvi tyraminu (4,7+0,3 mb).bylo stanoveno shodn

u izolati O1 a O2. Nejvyssi mnoZsvti sperminu (2,5+0,2 Mdolylo stanoveno u izolatu
M2.

Tabulka 19. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych
ze vzorki ze vzorki sym Feta (Zivnha ppda PCA)

Vzorky Biogenni aminy

Histamin Tyramin Spermidin Spermin
M1 0,3+0,0 2,0+0,2 0,5+0,0 2,4+0,2
M2 0,3+0,0 1,940,1 0,6+0,0 2,5+0,2
N1 0,3+0,0 1,740,1 0,4+0,0 0,4+0,0
N2 0,4+0,0 2,1+0,2 0,4+0,0 1,0+0,0
01 0,4+0,0 4,7+0,3 0,5+0,0 0,4+0,0
02 0,4+0,0 4,7+0,3 0,4+0,0 0,3+0,0
03 0,4+0,0 1,240,1 0,4+0,0 0,2+0,0
04 0,3+0,0 1,240,1 0,4+0,0 0,1+0,0

Vysledky dekarboxylazové aktivity bakterii izolowamze vzork Balkanského syra jsou
uvedeny v tabulkach 20 a 21. Nejvy$si mnoZstvitanypnu 8,1+0,2mg.I") bylo stanove-
no u izolatu Q5. Produkce fenyletylaminu byla starma u vSech izolat radow

v desetinach mg*l Nejvyssi mnozstviy 7+0,2mg.™) putrescinu bylo stanoveno u izolatu
Q3. Nejvyssi mnozstvi2(0+0,2mg.M) kadaverinu bylo zji#no u izolatu Q3. Nejvyssi
mnoZstvi 8,1+0,2 mg.I'") histaminu bylo stanoveno u izolatu Q5. Nejvy3si aatei
(6,320,4 mg.t) tyraminu bylo stanoveno u izolatu Q3. Nejvyssioastvi (1,7+0,1 mg?)
spermidinu bylo stanoveno u izolatu Q5. Nejvy$3bastvi sperminu (1,2+0,1 mg)l bylo
detekovano u izolatu Q5.

Tabulka 20. Produkce tryptaminu, fenyletyleaminutr@scinu a kadaverinu u bakterii izo-
lovanych ze vzork syri Jadel (Zivna@da PCA)

Vzorky Biogenni aminy
Tryptamin Fenylethylenamin Putrescin Kadaverin
Q1 2,610,2 0,1+0,0 1,0+0,0 1,5+0,1
Q2 2,8+0,2 0,6+0,0 1,0+0,1 1,9+0,1
Q3 3,1+0,3 1,1+0,1 3,71+0,2 2,0£0,2
Q4 3,0+0,3 0,1+0,0 1,3+0,1 1,8+0,1
Q5 3,1+0,2 0,2+0,0 1,7#0,1 1,2+0,1
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Tabulka 21. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych

ze vzorki ze vzorki sym Jadel (zivna fda PCA)

Vzorky Biogenni aminy
Histamin Tyramin Spermidin Spermin
Q1 0,4+0,0 5,6%0,5 0,4+0,0 0,2+0,0
Q2 0,3+0,0 5,0+0,3 0,4+0,0 0,1+0,0
Q3 0,5+0,0 6,3+0,4 0,5+0,0 0,1+0,0
Q4 0,4+0,0 1,7+0,1 0,4+0,0 0,8+0,1
Q5 3,1+0,2 0,2+0,0 1,7+0,1 1,2+0,1

Ze vzorki symi Akawi bylo izolovano 16 kmeanbakterii, které byly zkouméany na produk-

ci biogennich amiin Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 22 a 23. Trypitanebyl deteko-

van u izolat bakterii izolovanych ze vzoiksyni Akawi. NejvysSi mnozstvi tryptaminu

(7,02+0,44 mg:t) bylo stanoveno u izolatu Z4. Fenyletylamin nebgtekovan u izolatu

W1. Nejvy3si mnoZstvi fenyletylaminu (6,44+0,34 Kiy.bylo stanoveno u izolatu Z2.

Produkce putrescinu byla u 2 izalastanovena v limitnim mnoZstvirgsahujicim 100

mg.I*. U izolatu V2 bylo stanoveno mnoZstvi putrescirmu490,8+27,6 mg}, u izolatu

V3 403,5+21,5 mg}. Nejvy3si mnozstvi kadaverinu (9,57+0,60 mphylo stanoveno u

izolatu Z4.

Tabulka 22. Produkce tryptaminu, fenyletylaminutrescinu a kadaverinu u bakterii izo-

lovanych ze vzork symi Akawi (Zivna pida PCA)

Vzorky Biogenni aminy

Tryptamin Fenylethylenamin Putrescin Kadaverin
V1 4,510,3 0,2+0,0 2,3+0,2 2,0£0,1
V2 4,7+0,3 0,3+0,0 490,8+27,6 5,1+0,4
V3 4,6+0,3 0,3+0,0 403,5+21,5 5,8+0,6
V4 3,9+0,2 0,2+0,0 2,940,2 1,940,1
V5 4,1+0,3 0,2+0,0 0,5+0,0 1,8+0,1
W1 2,8+0,2 ND 0,6+0,0 1,1+0,1
W2 3,1+0,2 0,1+0,0 1,610,1 1,240,1
X1 4,4+0,3 0,1+0,0 1,1+0,1 2,2+0,1
X2 4,0+0,3 0,4+0,0 1,740,1 1,940,1
X3 3,3+0,3 0,1+0,0 1,3+0,0 1,610,1
X4 3,7+0,3 0,2+0,0 1,3+0,1 1,8+0,2
X5 4,4+0,2 0,2+0,0 1,440,1 2,1+0,1
Z1 ND* 6,10+0,38 8,51+0,56 1,76+0,06
Z2 ND* 6,44+0,34 6,04+0,30 5,64+0,27
Z3 ND* 6,04+0,34 4,28+0,21 1,92+0,17
Z4 7,02+0,44 6,30+0,45 4,51+0,16 9,57+0,60
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Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Produkce histaminu a spermidinu nebyla detekovaimlat bakterii ze vzork syra Z.
Nejvys8i mnoZstvi histaminu (4,7+0,3 mi.bylo stanoveno u izolatu V3. Nejvyssi mnoz-
stvi tyraminu (43,94+1,93 md) bylo stanoveno u izolatu Z4. Nejvy$si mnoZstwérsp
midinu (1,22+0,06 mgY) bylo stanoveno u izolatu Z1. Spermin nebyl detgkou izolah
X1, X2 a X3. Nejvy3si mnozstvi sperminu (36,77+2188.I") bylo stanoveno u izolatu
Z4.

Tabulka 23. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych

ze vzorki syt Akawi (Zivna mida PCA)

Vzorky Biogenni aminy

Histamin Tyramin Spermidin Spermin
\i 0,5+0,0 2,4+0,1 0,4+0,0 2,4+0,2
V2 1,740,1 1,840,1 0,7+0,1 3,610,4
V3 4,7+0,3 2,1+0,2 0,5+0,0 3,240,1
V4 0,7+0,1 2,1+0,1 0,4+0,0 2,8+0,2
V5 0,5+0,0 3,310,2 0,5+0,0 2,810,2
w1 0,3+0,0 1,1+0,0 0,5+0,0 0,1+0,0
W2 0,3+0,0 1,540,1 0,3+0,0 0,1+0,0
X1 0,6+0,0 1,840,2 0,8+0,0 ND
X2 0,7+0,1 1,7+0,1 0,8+0,1 ND
X3 0,7+0,1 1,540,1 0,6+0,0 ND
X4 0,7+0,0 1,440,1 0,7+0,0 1,6£0,1
X5 0,8+0,0 1,240,1 0,4+0,0 2,5+0,2
Z1 ND* 15,51+1,14 1,22+0,06 10,69+0,26
Z2 ND* 40,02+3,30 ND 26,33£1,79
Z3 ND* 39,61+0,68 ND 26,98+0,48
Z4 ND* 43,94+1,93 ND 36,77+2,32

Pozn. ND¥...nebylo detekovano

7.3.2 Stanoveni dekarboxylazové aktivity u bakterii izoleanych z Zivné gidy M17

V tabulkach 24 a 25 jsou shrnuty vysledky produkimennich amii u izolati bakterii
izolovanych na fdé M17 ze vzork symi Balkdsnského syra. Tryptamin byl detekovan
pouze u izolatu 11 a to v mnoZstvi 4,3+0,3 mgll kmeri izolovanych z ostatnich sy(J,

K) nebyla tryptamina detekovan. Fenyletylamin natgiekovan u izolétJ1, J2, J5 a K1.
Nejvy$si mnozstvi fenyletylaminu (32,35+2,01 rifybylo stanoveno u izolatu J3. Tvorba
putrescinu byla detekovana pouze u izolatu 11 vishd 2,5+0,2 mg}. Kadaverin nebyl
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N 1

detekovan u bakterii J1, J2, J5 a K1 izolovanyclpiuk M17. NejvySSi mnoZstvi kadave-
rinu (8,99+0,53 mg/l) bylo stanoveno u izolatu P3odukce histaminu byla detekovana
pouze u izolatu 11 a to v mnoZstvi 0,5+0,0 MgNejvy$si mnoZstvi tyraminu (25,24+1,99
mg.M) bylo stanoveno u izolatu K1. Spermidin byl deteko pouze u izolatu I1
v mnozstvi 0,7+0,0 mg' Nejvy$8i mnoZstvi sperminu (24,43+1,56 fplhylo stanove-

no u izolatu J3.

Tabulka 24. Produkce tryptaminu, fenyletylaminutrescinu a kadaverinu u bakterii izo-

lovanych ze vzork Balkanského syra (Zivhaiga M17)

Vzorky Biogenni aminy
Tryptamin Fenylethylenamin Putrescin Kadaverin
11 4,3+0,3 0,6+0,0 2,5+0,2 3,4+0,2
J1 ND¢ ND* ND* ND*
J2 ND* ND* ND* ND*
J3 ND¢ 32,35+2,01 ND 8,99+0,53
J4 ND* 29,74+1,94 ND 6,47+0,37
J5 ND¢ ND* ND* ND*
K1 ND* ND* ND* ND*

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Tabulka 25. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych

ze vzorki Balkanského syra (Zivnaiga M17)

Vzorky Biogenni aminy

Histamin Tyramin Spermidin Spermin
11 0,5+0,0 1,3+0,1 0,7+0,0 0,5+0,0
J1l ND¢ 23,61+0,57 ND 18,90+0,94
J2 ND* 20,14+1,51 ND 17,35+1,26
J3 ND¢ 24,43+1,56 ND 24,43+1,56
J4 ND* 20,33+0,70 ND 16,53+0,98
J5 ND* 21,31+1,27 ND 19,30+1,02
K1 ND* 25,24+1,99 ND 22,21+0,92

Pozn. ND¥...nebylo detekovano

Dekarboxylazova aktivita bakterii izolovanych zemkh sy Feta na fpdé M17 je shrnuta
v tabulkéach 26 a 27. Nejvy$si mnozstvi tryptami23£0,2 mgT) bylo stanoveno u izola-
tu O3. Nejvy3si mnozstvi fenyletylaminu (2,7+0,2.Mpbylo stanoveno u izolatu O3.
Nejvyssi mnoZstvi putrescinu (2,2+0,2 riy.bylo detekovano u izolatu O3. Nejvyssi
mnoZstvi kadaverinu (2,0+0,1 mglbylo stanoveno u izolatu O4. Histamin, spermigin

spermin byly stanoveny u bakterii izolovanych zerki symi Feta na fid¢ M17 fadow
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v desetinach mg'l Nejvy$si mnoZstvi tyraminu (5,1+0,4 mb.bylo stanoveno u izolatu
O1.

Tabulka 26. Produkce tryptaminu, fenyletylaminutrescinu a kadaverinu u bakterii izo-

lovanych ze vzork syri Feta (Zivna ppda M17)

Vzorky Biogenni aminy
Tryptamin Fenylethylenamin Putrescin Kadaverin
01 1,3+0,1 0,8+0,1 1,540,1 1,3+0,1
02 1,840,1 0,4+0,0 1,540,1 1,640,1
03 2,3+0,2 2,7+0,2 2,2+0,2 1,340,1
04 2,1+0,1 0,4+0,0 1,6+0,1 2,0+0,1
05 1,7+0,1 0,4+0,0 1,7+0,1 1,4+0,1

Tabulka 27. Produkce histaminu, tryptaminu, spemmich sperminu u bakterii izolova-
nych ze vzork symi Feta (Zivna fda M17)

Vzorky Biogenni aminy
Histamin Tyramin Spermidin Spermin
01 0,2+0,0 51+0,4 0,5+0,0 0,2+0,0
02 0,3+0,0 2,3+0,2 0,3+0,0 0,6+0,0
03 0,1+0,0 2,0+,0,1 0,3+0,0 0,3+0,0
04 0,1+0,0 1,7+0,1 0,5+0,0 0,5+0,0
05 0,3+0,0 2,0+0,1 0,3+0,0 0,8+0,1

Dekarboxylazova aktivita zkoumana u bakterii izaloych ze vzork syni Akawi na pmdé
M17 je popséna v tabulkach 28 a 29. Nejvysi mrofstptaminu (1,5+0,0 mgl) bylo
stanoveno u izolatu W2. Fenyletylamin, histamingrsdin a spermin byly stanoveny
tadow v desetinach mg*l Nejvys&i mnoZstvi putrescinu (4,2+0,3 rify.bylo zjis&no u
izolatu W2. Nejvy$si mnoZstvi kadaverinu (1,2+0,d./) bylo stanoveno u izolatu W1.

Nejvyssi mnoZstvi tyraminu (2,0+0,1 mY.bylo detekovano u izolatu W2.

Tabulka 28. Produkce tryptaminu, fenyletylaminutrescinu a kadaverinu u bakterii izo-

lovanych ze vzonk sy Akawi (Zivha pida M17)

Vzorky Biogenni aminy
Tryptamin Fenylethylenamin Putrescin Kadaverin
w1l 1,4+0,1 0,3+0,0 1,7+0,2 1,2+0,1
w2 1,5+0,0 0,4+0,0 4,2+0,3 1,0+0,1
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Tabulka 29. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych

ze vzorki Akawi (Zivna mida M17)

Vzorky Biogenni aminy
Histamin Tyramin Spermidin Spermin
W1 0,3+0,0 1,1+0,1 0,7+0,1 0,7+0,0
W2 0,24+0,0 2,0+0,1 0,4+0,0 0,3+0,0

7.3.3 Stanoveni dekarboxylazové aktivity u bakterii izoleanych z Zivné gidy MRS

V tabulkach 30 a 31 jsou shrnuty vysledky produkmeennich amii u izolati bakterii
izolovanych na fpd¢ MRS ze vzork Balkanského syra. Tryptamin, fenyletylamin, pu-
trescin a kadaverin nebyly detekovany u izoldt, J2, J3, J4, K1, L1. NejvysSi mnozstvi
tryptaminu (14,1+0,9 mg?) bylo stanoveno u izolatu E1. Nejvy$si mnoZstaiyfetylami-

nu (1,9+0,1 mgl) bylo stanoveno u izolatu E1. Nejvy$si mnoZstvirgacinu (6,8+0,6
mg.M) bylo stanoveno u izolatu E1. Nejvy3si mnoZstwdakaerinu (2,7+01 mgl) bylo

stanoveno u izolatu H1.

Tabulka 30. Produkce tryptaminu, fenylethyleamiputrescinu a kadaverinu u bakterii

izolovanych ze vzotk Balkdnského syra (Zivnaiga MRS)

Vzorky Biogenni aminy
Tryptamin Fenylethylenamin Putrescin Kadaverin
El 14,1+0,9 1,9+0,1 6,8+0,6 2,5+0,2
E2 11,240,5 1,1+0,0 4,3+0,4 2,310,1
E3 10,3+0,5 0,8+0,0 4,5+0,3 2,5+0,1
H1 9,840,9 7,60,7 6,4+0,5 2,701
J1 ND* ND* ND* ND*
J2 ND* ND* ND* ND*
J3 NDf ND* ND* ND*
J4 NDf ND* ND* ND*
K1 ND* ND* ND* ND*
L1 ND* ND* ND* ND*

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Produkce histaminu a spermidinu nebyla detekovakmer J1-J4, K1 a L1 izolovanych
ze vzork Balkanského syra. Nejvy$si mnoZstvi histaminu#@,0 mg.I*) bylo stanoveno
u izolatu E2. Limitni mnoZstvi tyraminu (395,0+33v.Y) bylo vyprodukovano izolatem
H1. Nejvy$si mnozstvi spermidinu (0,50,0 rify.bylo shodi stanoveno u izolatE1l a
E3. Spermin nebyl detekovan u izolatu E3. Nejvpggdtlukce sperminu (25,10+1,82 mg.|

1) byla stanovena u izolatu J4.
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Tabulka 31. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych

ze vzorki Balkanského syra (Zivhaiga MRS)

Vzorky Biogenni aminy

Histamin Tyramin Spermidin Spermin
El 1,6+0,1 1,8+0,1 0,5+0,0 0,4+0,0
E2 2,0£0,1 1,4+0,1 0,4+0,0 0,4+0,0
E3 1,7+0,1 2,1+0,1 0,5+0,0 ND
H1 1,6+0,1 395,0+33,1 0,4+0,0 2,710,1
J1 ND* 18,06+0,74 ND 23,23+0,20
J2 ND* 14,30+0,46 ND 18,03+1,43
J3 ND* 15,46+1,13 ND 20,44+1,74
J4 ND* 18,82+1,41 ND 25,10+1,82
K1 ND* 17,48+0,74 ND 20,22+0,85
L1 ND* 14,30+0,59 ND 15,95+1,29

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Dekarboxylazova aktivita zkoumana u bakterii izaloych ze vzork symi Feta na fdé
MRS je popsana v tabulkach 32 a 33. Tryptamin, l&gghamin, putrescin a kadaverin ne-
byly detekovany u bakterii izolovanych ze vziodyri Feta. NejvySSi mnozstvi histaminu
(2,0+0,2 mg1) bylo stanoveno u izolatu O1. Limitni mnoZstviayrinu fesahujici
mnoZstvi 100 mg] bylo produkovano row¥ u izolatu O1, a to v mnozstvi 113,4+50,6
mg.I*. Spermidin byl stanoveradow v mg.I* u obou testovanych izotabakterii. Sper-
min nebyl stanoven u izolatu O2, u izolatu O1 hykrenin stanoven v mnoZzstvi 0,7+0,1

mg.I™.

Tabulka 32. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych

ze vzorki syni Feta (Zivna fada MRS)

Vzorky Biogenni aminy
Histamin Tyramin Spermidin Spermin
01 2,0£0,2 113,4+50,6 0,4+0,0 0,7+0,1
02 1,6+0,1 86,418,2 0,3+0,0 ND

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Ze syru Jadel byl naipé MRS izolovan 1 kmen. Vysledky jsou shrnuty v taleuB3.
Tryptamin, fenyletylamin, putrescin, kadaverin,tamin a spermidin nebyly detekovany u
tohoto izolatu ze syra Jadel. Tyramin byl stanovennoZstvi 17,98+1,39 mg4 spermin
byl stanoven v mnoZzstvi 23,38+0,71 rig.|
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Tabulka 33. Produkce histaminu, tyraminu, spermidinsperminu u bakterii izolovanych

ze vzorki syni Jadel (Zivhaipda MRS)

Vzorky Biogenni aminy
Histamin Tyramin Spermidin Spermin
T1 ND* 17,98+1,39 ND 23,38+0,71

Pozn. N[¥...nebylo detekovano

V tabulkach 34 a 35 jsou shrnuty vysledky produimgennich amit u bakterii izolova-
nych na jidé¢ MRS ze vzork syri Akawi. Tryptamin, fenyletylamin, putrescin a kadaw
nebyly detekovany u izol&EE2 a EE3. Tryptamin byl v mnoZstvi 10,9+0,7 Mgtano-
venu izolatu EE1. Fenyletylamin byl v mnoZstvi 8 mg.I* detekovan u izolatu EE1.
Putrescin byl v mnoZstvi 6,3+0,6 my.detekovan u izolatu EE1l. Kadaverinn byl
v mnoZstvi 2,9+0,1 mg'ldetekovan u izolatu EE1. Histamin a spermidin nehigteko-
vany u testovanych izolabakterii ze syr Akawi. Nejvy3Si detekované mnoZstvi tyraminu
(21,14+1,11 mg}) bylo stanoveno u izolatu EE1. Nejvy$si detekovaméZstvi sperminu
(43,96+1,59 mg1) bylo zjis&no u izolatu EE2.

Tabulka 34. Produkce tryptaminu, fenyletylaminutrescinu a kadaverinu u bakterii izo-

lovanych ze vzonk symi Akawi (Zivha pida MRS)

Vzorky Biogenni aminy
Tryptamin Fenylethylenamin Putrescin Kadaverin
EE1l 10,9+0,7 1,8+0,1 6,3+0,6 2,9+0,1
EE2 ND* ND* ND* ND*
EE3 ND* ND* ND* ND*

Pozn. ND¥...nebylo detekovano

Tabulka 35. Produkce tyraminu a sperminu u bakislovanych ze vzork Akawi (Zivna
puda MRS)

Vzorky Biogenni aminy
Tyramin Spermin
EE1l 21,14+1,11 37,26+1,93
EE2 19,61+0,88 43,96+1,59
EE3 17,25+1,27 34,47+2,06

7.3.4 Stanoveni dekarboxylazové aktivity u bakterii izoleanych z testovanych syi

na zZivné pidé Slanetz- Bratley Agar

Vysledky produkce biogennich andim bakterii izolovanych ze vzaiksymi Akawi jsou

shrnuty v tabulkach 36 a 37. Ze vzorku syra CC fdgawi zrajici 1 rok v solném néalevu)
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bylo na @idé SBA izolovano 7 kmeinbakterii. U vSech testovanych izd@latebyla proka-
zédna produkce tryptaminu, histaminu a spermidinenyfetylamin byl v mnoZstvi
6,23+0,26 mg:t detekovan u izolatu CC6. U izol&€C1, CC2, CC3, CC4, CC5 a CC7
nebyla detekovana produkce fenyletylaminu. Nejvy®@iozstvi putrescinu (90,41+6,14
mg.I") bylo stanoveno u izolatu CC5. Nejvy$si mnoZswdldverinu (7,160,41 md)
bylo stanoveno u izolatu CC1. Nejvy$si mnozstvdyinu (18,53+0,97 mg') a sperminu
(28,93+2,60 mg1) bylo stanoveno u izolatu CC6.

Tabulka 36. Produkce fenyletylaminu, putrescinuadaverinu u bakterii izolovanych ze
vzorki Akawi (Zivha ida SBA)

Vzorky Biogenni aminy

Fenylethylamin Putrescin Kadaverin
CcC1 ND¢ 14,68+0,63 7,16+0,41
cc2 ND* 14,62+0,78 6,77+0,46
CC3 ND¢ 11,07+0,49 5,41+0,24
CC4 ND¢ 13,07+0,85 5,41+0,33
CC5 ND¢ 90,4116,14 5,44+0,13
CC6 6,2310,26 12,10+0,87 5,77+0,53
CC7 ND¢ 11,80+1,09 6,06+0,14

Pozn. NI¥...nebylo detekovano

Tabulka 37. Produkce tyraminu a sperminu u bakizolovanych ze vzork syra Akawi
(Zivna pida SBA)

Vzorky Biogenni aminy
Tyramin Spermin
CC1 17,08+1,54 27,72+1,14
CC2 13,20+1,10 22,56+1,12
CC3 15,00+1,29 22,26x1,77
CC4 9,07+0,49 14,58+0,87
CC5 16,31+1,31 26,54+1,65
CC6 18,53+0,97 28,93+2,60
CC7 15,50+1,04 25,77+1,80

Vysledky produkce biogennich andimi bakterii izolovanych ze vzaiksymi Akawi jsou
uvedeny v tabulce 38. U vSech testovanych ikot@byla prokazana tvorba tryptaminu,

fenyletylaminu, putrescinu a kadaverinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

U bakterii izolovanych na Zivnéige SBA nebyla prokéazana produkce histaminu a ka-
daverinu. Nejvy3$si mnoZstvi tyraminu (31,20+1,30.Ijgbylo stanoveno u izolatu EES.

Nejvyssi mnoZstvi sperminu (50,40+3,61 niplylo detekovano u kmene EE7.

Tabulka 38. Stanoveni histaminu, tyraminu, spemuidi sperminu u bakterii izolovanych

z Zivné mdy SBA ze vzork syni EE

Vzorky Biogenni aminy
Tyramin Spermin
EE1 16,83+1,01 42,18+1,96
EE2 16,38+1,34 44,37+2,05
EE3 14,05+0,74 29,99+1,58
EE4 18,41+1,72 34,14+2,49
EE5 12,38+0,53 28,19+1,49
EE6 18,59+0,64 39,74+2,99
EE7 27,01+1,49 50,40+3,61
EES8 31,20+1,30 32,81+1,18
EE9 24,77+1,71 41,34+1,61
EE10 21,51+0,93 39,36+2,02
EE11 16,71+0,96 34,11+1,60
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8 DISKUZE

Diplomova prace se zabyva stanovenim produkce bitigke amiri u bakterii izolova-
nychze syt zrajicich v solném nalevu. Prace je ré¥mloplrtna o mikrobiologickou ana-
lyzu testovanych syra o vlatsni stanoveni biogennich afninsamotnych vzorcich syra.
U jednotlivych vzork sym byly v ramci mikrobiologického rozboru stanovengéty
mlécnych, mezofilnich aerobnich a fakultatévanaerobnich mikroorganiZm koliform-

nich bakterii a enterokdk

Mikrobiologickym rozborem bylo zjigho, Ze celkové pay mezofilnich aerobnich a fa-
kultativné anaerobnich mikroorganizinse v syrech Jadel pohybovaly v rozmezi 3.2a%0

6,6.1G KTJ.g'. Rozdily v pétech nebyly zaznamenany ani ifgads, porovname-li syr

Jadel baleny u vyrobce a syr z pultového prodegtyPlaktokoki se pohybovaly

v rozmezi 1,1.19az 1,5.16KTJ.g". Stanovené piy laktobaciti se pohybovaly v rozmezi
1,1.16 do 3,7.16KTJ.g*. Pitomnost koliformni bakterii byla prokdzana u ltaganého-

vzorku syru Q a to v pitu 3,6.16 KTJ.g>. Fritomnost enterokak byla ogt prokazana

pouze u jednoho testovaného vzorku syru Rapa,5.16 KTJ.g*

DalSimi analyzovanymi vzorky byly vzorky syFeta. Syry Feta byly zakoupeny u pulto-
vého prodeje v obchodni siti. #p mezofilnich aerobnich a fakultat&mnaerobnich mi-
kroorganizni byly stanoveny v rozmzi 1,2.3@7 1,3.10 KTJ.g*. Paity laktokoki byly
zjisteny v rozmezi od 5.1&z 2,8.10 KTJ.g*, poity laktobacit byly v rozmezi od 2,7.70
do 1,0.16 KTJ.g% V jednom vzorku syru Feta (N) byla prokazaréaqmnost koliform-
nich bakterii v p&tu 3,6.16 KTJ.g". Pfitomnost enterokakbyla potvrzena pouze u vzor-
ku syru Feta O v pitu 2,5.16KTJ.g*

Nasledr byl mikrobiologicky rozbor proveden u syAkawi. Syry Akawi byly zakoupeny
jednak neochucené a rasmmochucené kenim (napiklad s kdenim tzaziki, esnekem
nebo s kéenim gyros). P&y mezofilnich aerobnich a fakultaté&ranaerobnich mikroor-
ganizmi byly stanoveny v rozmezi 1,124% 5,2.180KTJ.g*. Paty laktokoki se pohybo-
valy v rozmezi 1,3.70KTJ.g'az 1,3.16KTJ.g*. Pasty laktobacifi byly stanoveny v ro-
zemezi od 3,2.f(o 6,1.18 KTJ.g*. Nejvyssi poet enterokok byl stanoven u vzorku
syra Akawi W v potu 6,5.10 KTJ.g". Pitomnost koliformnich bakterii byla prokazana
poze u jednoho vzorku BB (syr Akawi zrajici 1 rolsainém nalevu) v pitu 5,2.16
KTJ.g*
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Posledni testovanou skupinou byly vzorky Balkanbksyti. Pasty mezofilnich aerobnich
a fakultativrié anaerobnich mikroorganiznse pohybovaly v rozmezi od 6,0°kdb 4,7.16
KTJ.g". Paty laktokoki byly stanoveny v rozmezi 1,138 1,4.16 KTJ.g%. Pasty lakto-
bacili byly od 1,2.16 a 4,7.16 KTJ.g" .Vysledky stanoveni koliformnich bakterii byly u
vétSiny vzorki negativni, ovSem u jednoho vzorku Balkdnského byfgrokazan vyskyt
koliformnich bakterii. Etomnost enterokakbyla prokadzana u 2 vzorkBalkanského syra,
u vzorku F z pultového prodeje bylydtg enterokok 3,0.1G KTJ.g* a u vzorku J 5,5.70
KTJ.g~

Mikrobiologickym rozborem vzork Balkanského syru, syru Feta, Jadel a Akawi by zj
téno, Ze poty mezofilnich aerobnich a fakultat&ranaerobnich mikroorganiZmbyly
nejvyssi u vzork Balkanského syra a nejnizssi u vZosg§ri Jadel. Metoda CPM poskytu-
je zakladni informace o stupni mikrobialni kontaag®e a rekontaminace surovinhoto-
vych vyrobki [48]. Dle vysledk Ize doporuit pii vyrob¢ Balkanskych syir zvySenou po-
zornost pi dodrzovani hygienickych podminek vyrobyepravy a skladovéani. Pty lak-
tobacii byly nejvyssi u vzonk Balkanského syra a nejnizsi u vzibdyi Jadel, coz rive
byt pravapodobré dano jiz vlastni technologii vyrobyiiRryrob¢ syru Jadel se pouziva
jako primarni kulira mezofilni slozena z laktokdlka leukonostok, a také dogilkova kul-
tara tvaena zejména laktobacily (nap.actobacillus helveticys kdezto u Balkanského
syru jsou laktobacily jiz sasti primarni zakysové kultury. Mnohé laktobacilghou byt
zarazeny mezi nezakysové bakteriec®daktokoki byly nejvyssi u vzonk Akawi a nej-
nizSi u sy Jadel. Opt si |ze tuto skuténost vys¥tlit jizZ pouzitou technologii. Laktokoky
jsou sowésti primarni startovaci mikroflory jak u fyAkawi tak u syé Jadel. OvSem
v pribéhu technologie vyroby syru Jadel dochazi kepé zrna pi teplog€ obvykle kolem
80 °C, coz je filiS vysoka teplota proast laktokoki, které pati mezi mezofilni mikroor-
ganizmy a teploty na 45 °C je inaktivuji [50]. #pkoliformnich bakterii byly nejvyssi u
v potravindské mikrobiologii slouzi jako indikatory fekalnitameisténi, jejiz prikaz po-
ukazuje na sekundarni kontaminaci [49]¢tyoenterokok byly nejvysSSi u vzonk symi
aerotolerantni koky, rostouci ifip6,5 % NaCl. Rvodnim stanovi§m enterokok je
gastrointestinélni traktlovéka a Ziva@ichi, sekundaréh mléko a mléné vyrobky. Dnes
tvori sowast mikroflory syé pochazejici ze sekundarnich kultujako sowast nezakyso-

vych kultur, popipad® mohou byt indikatory sanitace mlékarenskych prévén]. Vyskyt
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v syrech Akawi si lze vysilit spiSe jako dsledek nedostaik sanitace mlékarenskych

provozi.

Biogenni aminy tryptamin, fenyletylamin a spermidiebyly detekovany u Zzadnéhoz tes-
tovanych vzork syni. Putrescin byl stanoven u 2 vzér obou pipadech syr Feta). Ka-
daverin byl stanoven u 4 vzdrkM - Feta, R - Jadel, T - syr jadel, EE - Akawijstamin
byl stanoven pouze u 1 vzorku (M-Feta). Tyramin dgtekovan u 18 vzotk(nebyl dete-
kovan pouze u L - Balkansky syr a W - AkawifitBmnost sperminu byla zjiSta u vSech
testovanych vzork syni. Koncetrance putrescinu byla u 2 vabym Feta vyssi jak 100
mg.kg!, u vzorku M v mnoZstvi 308,50+19,29 mgleg u vzorku N v mnoZstvi
349,99+12,67 mg.ky Detekovand mnoZstvi kadaverinu Fesahla u Z?&dného
z analyzovanych vzotksyri zrajicich v solném nalevu 100 mgkg<adaverin byl dete-
kovan u vzork M (syr Feta), R (Balkansky syr, pultovy prodej),(Akawi zrajici 1 rok
v solném nélevu), EE (Akawi). Maximalni stanovenéoistvi kadaverinu négsahlo u
téchto vzorki 40 mg.kg'. Histamin byl detekovan pouze u jednoho vzorku &y, Feta)

v mnoZstvi 46,76+2,11 mg.Kg Tyramin byl detekovan u 3 vzarlsyri Feta v mnoZstvi
vy$§im nez 100 mg.Kg u vzorku M v mnoZstvi 380,43+2,90 mgkgu vzorku N
122,71+9,57 mg.k§ u vzorku O 133,25+10,99 mg.kgSpermin byl detekovan u vech
zkousenych vzoitk ovéem jeho mnoZstvi u zZadného ze vaorkesahlo 50 mgH.

Z vysledii stanoveni BA ve vzorcich sywvyplyva, Ze mezi biogenni aminy, které byly
detekovany ve vzorcich syizrajicich v solném nélevu v mnoZstvi nad 100 mig.kge
zaradit putrescin a tyramin. Putrescin byl v koncetitrB00 mg.kg a vy3si stanoven u
vzorki M a N (v obou pipadech syr Feta). MnoZstvi tyraminu nad 100 mtkgo stano-
veno u vzork M a O (syry Feta). Vyznam tyraminu souviségevsim s jeho schopnosti
reagovat s Iéky ze skupiny antidepresiv s nasledngikem hypertenznich krizi. Tyramin
zpiasobuje zvySeni krevniho tlaku, zvySeni grdecinnosti, zrychleny dech, zvySeni
glykémie atd. [51]. Literatura uvadi, Zze zvySenysal putrescinu slouzirgdevsim jako
indikator hygienickych nedostatkv technologii zpracovandi skladovani potravin [12].

Proto je velmi dlezité dbat na dobré hygienické podminky vyroby.

Vyskyt biogennich amiin byl zkouman ve vzorcich tureckych bilychsyrajicich v sol-
ném nalevu. Nejvice se ve vzorcichisylyskytoval tyramin, histamin, fenyletylamin a
tryptamin [45]. Z provedené analyzy vyplyva, Zeysgrajici v solném nélevu nejsotil®
vhodnym prosedim pro tvorbu biogennich aniincoz miZze byt dano zejména nizkym

pH, vysokym obsahem soli, pém¢ malou proteolyzou. Srovname-li obsah BA stanove-
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nych v syrech s rozsahlejsi proteolyzou, tak olixahmaze byt az skolikanasobg vySSsi.
Nap‘iklad bylo zjiS¢no, Ze obsah tyraminu v syru eidamského typifzembyt az 500
mg.kg® [41]. Vysledky zjiséné v této diplomové praci se shoduji s jiz @tdpmi stud-
iemi, které se tykaly obsahu biogennich aimnsyru Feta, kde nejvice se vyskytujicimi
biogennimi aminy byly putrescin a tyramin, zatintiggtamin a fenyletylamin se vyskyto-
valy ve velmi malych mnoZstvich [25]. Obsah tyramanhistaminu byl studovan v bilych
syrech zrajicich v solném nalevu a bylo 2ji€t, Ze Urove BA vzroste méau syii s vyssi
obsahem soli, nez u sykde byl obsah soli nizsi. OvSenil :iezabrani tvor® BA Upln¢
[46]. V tureckém syru Beyaz byl obsah putresciraddverinu a tyraminuiftomen v kon-
centracich do 53,3 mg.Rg[47]. Bylo zjis&no, Ze mléko pro vyrobu syrovliviuje
mnoZzstvi biogennich amifnve vyslednych syrech. U sywvyrobenych z ofiho mléka
bylo pozorovano &Si mnozstvi biogennich antinnez v syrech vyrobenych z mléka
kravského [42]. Vyskyt BA byl také zkouman v Olonslch tvatizcich. Revladajicimi
BA byly u téchto syfi tyramin, kadaverin, histamin a putrescin, kdeiptamin, spermin,
spermidin byly detekovany ve velmi malém mnozs@ihsah BA byl v rozmezi 445 az
2447 mg.kd [43], coZ je mkolikanasoby vys$i mnoZstvi neZ bylo stanoveno u vZork
syni zrajicich v solném nalevu. Zkouman byl také oldB8Ahv tavenych syrech. Obsah BA

v jednotlivych vzorcich nebyl pro konzumenty toXibgicky zavazny [44].

Ze 14 vzork syra bylo z Zivnéjdy PCA izolovano 46 suspektnich kolonii. Tryptaryh
detekovan u 44 izolatbakterii izolovanych z této zivnéagly. Maximalni detekované
mnoZstvi tohoto biogenniho aminu hepéhlo 13 mgi. Fenyletylamin byl stanoven u
izolath z pidy PCA ze vSech 14 vzaiksyra (B-Z), jeho detekovanid mnozstvi vSak byla
nizka do 2 mg}. Putrescin byl rov# detekovan u v8ech kmiebakterii izolovanych na
Zivné pide PCA. U 5 izolal (E1, E2, H1, V2, V3) vSak bylo stanoveno limitijienozstvi
presahujici 100 mg'l U izolatu E1 (izolat z Balkanského syru) bylorsteeno mnoZzstvi
aZz 1282+49,6 mgl u kmene E2 (Balkansky syr) 356,5+27,4 migu kmene H1 (Balkan-
sky syr) 395,8+32,3 mgt| u izolatu V2 (Akawi s kienim gyros) 490,8+27,6 md.h u
izolatu V3 403,5+21,5 mg'l Kadaverin byl oft detekovan u bakterii izolovanych né p
dé¢ PCA ze vSech 14 vzoiksyra. Jen u 3 izolatz Balkanského syra (J1, J2, J3) byla dete-
kovan& mnoZstvi vy$$i nez 100 rifg.U izolatu J1 bylo stanoveno mnoZstvi 229,12+9,32
mg.I*,u kmene J2 124,93+7,56 mfd u kmene J3 201,60+15,35 nig.U ostatnich izola-

ti detekované mnozstvi nigsahlo 21 mgl. Produkce histaminu byla zaznamenana pou-

ze u mensSiho @tu izolati ze syfi zrajicich v solném nalevu, histamin byl detekowan
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bakterialnich kmein izolovanych z testovych vzaiksyri v mnoZstvi do 6,5 mgl Pro-
dukce tyraminu byla stanovena u vSech bakteribizrych na fdé PCA, ovSem deteko-
vanamnozstvi népsahla 10,5 mgtl Spermidin byl stanoven u 40 kmiebakterii izolo-
vanych na pdé PCA. Spermidin nebyl detekovan u knmiemolovanych na fd¢ PCA ze
vzorki syra J (Balkansky syr) a Z (Akawi zrajici 1 roeainém nalevu). U ostatnich bak-
terif izolovanych na ¢ PCAbylo stanovené mnoZstvi spermidinu do 0,7 Tagpermin
byl stanoven u 41 kménzolovanych na fdé¢ PCA. U izolafi ze vzorku | (Balkasnky syr,
pultovy prodej) nebyl spermin detekovan. U ostdtrkmeni izolovanych na fid¢ PCA

byl tento biogenni amin zji&n, ovéem detekované mnozZstvi nebyla vy3si nez §,6'm

U 5 vzorka syni (I, J, K - Balkansky syr, O - syr Feta, W - syrak) bylo na Zivné fd¢
M17 izolovano 14 kmeh Tryptamin byl detekovan u 3 vzdrlsyra v maximalnim mnoz-
stvi 4,3+0,3 mg:t. U kmerii izolovanych na fdé M17 ze vzork syri J (Balkansky syr) a
K (Balkansky syr) nebyl tryptamin detekovan. Stage& mnoZzstvi fenyletylaminu u bak-
terii izolovanych naijdé M17 ze vzorki syni |, J a K (vSe Balkansky syr), O (syr Feta), W
(syr Akawi s kdeniméeesnek) byla do 33 m@tl Putrescin nebyl detekovan u knidrakte-

rii izolovanych z idy M17 ze vzork syni J a K (v obou fipadech Balkansky syr). U
ostatnich bakterii izolovanych naidé M17 byl tento biogenni amin detekovan
v maximalnim mnoZstvi do 4,2 mg.|Kadaverin byl detekovan u kmietzolovanych na
pudé M17 ze 4 vzork syra. U izolovanych kmeénJ1, J2, J5 a K1 nebyl kadaverin dete-
kovan. U kmenf 11, J3, J4 a u kmdénizolovanych ze vzork syra O (Feta) a W (Akawi
s kaeniméesnek) bylo detekovano maximalnim mnozstvi kadaue8,99 mg/l. Histamin
nebyl detekovan u izolatz pidy M17 ze vzork syni J a K. U izolat ze vzorki sym |, O

a W bylo maximéalni stanovené mnozZstvi histaminu . Produkce tyraminu byla
zjisténa u vSech kmehnizolovanych na fdé¢ M17 ze vzork syn |, J, K, O, W. Maximalni
stanovené mnoZstvi tyramin bylo 25,24 mg$permidin nebyl detekovan uknieizolo-
vanych na pdé M17 zevzork symi J a K. U vzork |, O, W bylo maximalni stanovené
mnozstvi spermidinu 0,7 md.l Spermin byl prokdzan u kmeérakterii izolovanych na

padé M17 ze vSech vzortksyra. Maximalni stanovené mnoZstvi bylo 24,43 thg.|

Z testovanych syrbylo z zivné fidy MRS izolovano 16 kmeénbakterii. Tryptamin, feny-
letylamin putrescin, kadaverin a histamin nebylyelevany u kmei izolovanych na Ziv-
né pidé MRS ze vzork sy J, K (oba Balkansky syr), L (Balkansky syr z puébo pro-
deje), O (Feta), T (Jadel, pultovy prodej) a kihéolovanych ze vzoik symi EE2, EE3
(Akawi s kaenim gyros). U kmene EE1 a knieizolovanych ze vzoik syni E a H bylo
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maximalni stanovené mnoZstvi tryptaminu 14,1 thgHenyletylamin nebyl detekovan u
kmeni izolovanych ze vzork symi J, K, L - Balkansky syr, O - syr Feta, T — syrelad
Maximalni stanovené mnoZstvi fenyletylaminu byl® tg.I*. Putrescin nebyl detekovan
u kmerni izolovanych ze vzork symi J, K, L, O, T. Maximalni stanovené mnozstvi pu-
trescinu bylo udchto kmeri 6,8 mg.I*. Kadaverin nebyl detekovan u izalatzorki syr

J, K, L, O, T. Maximalni stanovené mnoZstvi kadauebylo 2,9 mg:f. Histamin nebyl
detekovan u kmenizolovanych na fd¢ MRS ze vzork sym J, K, L, T a EE (Akawi

s kaenim gyros). Maximalni stanovené mnozstvi histanbgio 2,0 mg/l. Tyramin byl
detekovan u bakterii izolovanych #dy MRS ze syi E, H, |, J, K, L (Balkansky syr), O-
(syr Feta), T (syr Jadel) a EE (syr Akawi). U vZzodmii H a O bylo stanoveno limitujici
mnoZstvi tyraminu f@sahujici 100 mgi U izolatu ze vzorku H bylo detekovano mnoz-
stvi 395,0+33,1 mgityraminu. U kmene O1 izolovaného ze vzorku syray® bleteko-
vano mnozstvi tyraminu 113,4+50,6 mig.Bpermidin nebyl detekovan u bakterii izolova-
nych na fidé MRS ze vzork J, K, L, T, EE. U izolat ze vzorki sy E, H, O bylo zji&-

no maximalni mnozstvi 0,5 mg.ISpermin nebyl detekovan u kmene O2 (izolované&ho z
syru Feta). U ostatnich kmrzolovanych ze vzork syra E, H, J, K, L, O, T, EE bylo

maximalni tohoto polyaminu 25,1 mg.|

Ze 2 vzork symi (O — syr Feta, EE - syr Akawi) bylo na Zivnédp SBA izolovano 18
kmeni. Tryptamin nebyl detekovan u Zzadného z testovakyeen izolovanych na SBA.
Biogenni aminy tyramin, histamin a spermidin nelyégekovany u kmehizolovanych ze
vzorka symi CC (Akawi zrajici 1 rok v solném nalevu). Fenylatgin byl detekovan pouze
u kmene CC6 v mnoZstvi 6,23 my.Nejvyssi detekované mnoZstvi putrescinu bylo zji$
t&no u kmene CC5 (90,41 mg)l Maximéalni mnoZstvi kadaverinu bylo 90,41 riigna-
ximalni mnoZstvi tyraminu bylo 31,20 mg.IMaximalni stanovené mnoZstvé sperminu
bylo 28,93 mg:f. U kmerii izolovanych ze vzorku EE (Akawi zrajici 1 rok Mrsém néle-
vu) nebyl detekovan tryptamin, fenyletylamin, psti@, kadaverin, histamin a spermidn.
Maximalni stanovené mnoZstvi tyraminu bylo 31,20IthdVlaximalni stanovené mnoZstvi

sperminu bylo 42,18 mg'l

U 8 kmerni izolovanych z zivnéy PCA byla prokazana vysoka dekarboxyiisaktivita.
Ve vS8ech pipadech byla detekovana mnoZzstékterého ze stanovovanych BA vy3Si nez
100 mg/l. Vysoka dekarboxyai aktivita byla prokazana u kmeikl, E2, H1, J1, J2, J3,

V2 a V3. NefastjSim BA stanovenym v limitujicim mnozstvi byl pudoen a poté ka-
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daverin. Putrescin byl dokonce u kmene izolovaréheyru ze syru Jadel stanoven v kon-
centraci 1282,1 mg!

Jak jiz bylo zmigno vySe, zvySeny obsah kadaverinu a putrescinZislgadevsim jako
indikator nedostatk v technologii zpracovanti skladovani potravin a jejich produkce
byva ¢asto gisuzovana bakteriim &eledi Enterobacteriacea¢l?]. Z vysledk plyne, Ze
pouze u jednoho vzorku Balkanského syra byla prakazsitomnost koliformnich bakte-

rii a zarové detekovano limitni mnozstvi kadaveriéiyputrescinu.

Na zivné @dé MRS byly izolovany 2 kmeny s vysokou dekarboxyliaaktivitou. Deteko-
vana mnozstvi BA byla wthto kmeii vy$3i nez 100 mgtl V obou gipadech byl limitu-
jicim BA tyramin. Tyramin byl v limitujicim mnoZsiwstanoven jak u samotnych vzark
syra, tak také jako BA vyskytujici se v limitujicimnoZstvi u kmeinizolovanych na fdé
MRS z testovanych s§r Tyramin paiti mezi toxikologicky vyznamné biogenni aminy.
Maximalni limit pro tyramin je obtizné stanovit #vidu rozdilnosti odolnosti detoxika
niho systému mezi lidmi. Uvadi se, Ze mnoZstvimyra 100 mg.kd miZe ve stray pi-
sobit Skodliv. Tvorbu tyraminu ovlisiuje jednak dostupnost tyrozinu, ale také dalSickakt
ry jako jsou podminky tepelného o&eti, startovaci kultury, obecné hygienické podminky
vyroby [40].

V jednotlivych vzorcich syr zrajicich v solném nalevu byly nejvice se vyskigiemi BA
tyramin a putrescin. Tyto BA se vyskytovaly v limin mnoZstvi vice nez 100 mgkge
vzorcich syl Feta. Nejvice vyskytujicimi se BA produkovanymkaddoxylaza pozitiv-
nimi bakterimi v limitnim mnoZstvi 100 mg.byly putrescin a kadaverin, které byly dete-
kovany u kmef izolovanych z pdy PCA. Dekarboxyladza pozitivni kmeny byly izoloyan
ze vzorki Balkankych sylt a sy Akawi. TudiZz nebyl prokazanriony vztah mezi vzorky
sy s nejvysSim obsahem BA a dekarboxgiaaktivitou bakterii izolovanych z danych

vzorka symi zrajicich v solném néalevu.
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9 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim dekaladoxypozitivnich bakterii izolova-
nych ze syl zrajicich v solném nalevu doglmh o stanoveni biogennich ariin
v samotnych vzorcich testovanychis{@etekce biogennich aniirbyla provedena pomoci
vysokolinné kapalinové chromatografie. Pro analyzu byloZitm 30 vzork syn zraji-
cich v solném nalevu. U jednotlivych vzérkyl proveden mikrobiologicky rozbor, v ram-
ci kterého byly stanoveny pty mlénych, mezofilnich aerobnich a fakultatévanaerob-
nich mikroorganizm, koliformnich bakterii a enterokéklzolované kmeny byly testova-
ny na produkci biogennich antina to tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, keelénu,
histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu. Celkayto izolovano 94 kmei bakterii.

Na zaklad zjisttnych vysledk Ize formulovat za&ry:

o Celkové pety mezofilnich aerobnich a fakultaté&rmnaerobnich mikroorganism
byly u testovanych vzotksyr stanoveny v rozmezi 1,1487 4,7.10KTJ.g",

o Celkové pety laktokoki byly u testovanych vzotksym v rozmezi 1,1.10aZ
1,4.10KTJI.go

o Celkové péty laktobaciti byly u testovanych vzotksyr v rozmezi 1,2.10a?
4,7.16 KTJ.g~

o Pasty koliformnich bakterii byly u testovanych vzdrlsym v rozmezi 3,2.10a?
2,1.1G KTJ.g~

o Paity enterokok byly u testovanych vzotk syri v rozmezi 1,3.10az 6,5.10
KTJ.g"

o Vysoka dekarboxykni aktivita byla prokazana u 9 kmeifzolovanych na zivné
pudé PCA ze vzork Balkanského syra a ochuceného syra Akawi, u kiebjda
detekovana mnozstvikterého ze stanovovanych BA vySSi nez 100 mg/Icadej

t&jSim BA stanovenym v limitujicim mnozstvi byl pugcén a poté kadaverin.

o U kmen izolovanych na zivnychgqoach M17 a SBA se neprokazala vysoka de-

karboxylani aktivita.

o Na zivné mdé MRS byly byly izolovany ze vzoiksyru Feta a Balkdnského syra 2
kmeny s vysokou dekarboxyiai aktivitou.
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Z analyzy vyplyva, Ze syry zrajici v solném nalewejsou pilis vhodnym prosedim
pro tvorbu biogennich amincoz mize byt dano zejména nizkym pH, vysokym obsa-
hem soli, porirné malou proteolyzou. Lze vSak dopoitusledovat vyskyt biogennich

amini v syrech z hlediska potencialniho rizika intoxi&ac
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BA Biogenni aminy

BMK Bakterie ml€éného kvaseni

EA Endiv Agar

HPLC Vyso& inna kapalinova chromatografie
MRS De Man, Rogosa a Sharpe Agar

PCA Plate Count Agar

SBA Slanetz — Bartley Agar
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SEZNAM PRILOH

Priloha I: Zivné fidy



PRILOHA P I: ZIVNE P UDY

Plate Count Agar

Enzymaticky hydrolyzéat kaseinu ...... 5009
Kvasniny extrakt .........cccccceeeinnnnnee. 2,50 ¢g
GIUKOSA ... 1.00g
AQAr .. 15,00 g
VOda .o 1000,00 ml
M17 agar

M17 (OXid) veeeviiiieieeieiiiee e 67,25 g
Glukoza (Lach-Ner) .......eeeeeeeeiiinnnns 5@0
Lakt6za (Lach-Ner) ......ccccceveieiinnnnnns 5@0
AQAr .. 14,259
VOda ..o 1000,00 ml

MRS agar dle DeMana, Rogosiho a Sharpeho

MasoVvy Pepton .......cccceeeeeeeeeeeenennnnnns ,AMg
Howveézi extrakt ..........ccveveeeeiiiiiiniinnn, 890
Kvasniny extrakt ...........ccccoeeeunnnne. 5,009
GIUKOSA ... 20,00 g
Polysorbat 80 ..........cceveveeeiiiiiiinns 1,00 g
Citran amonny .........ccccccvvveeveeeeeeenn. ,0Q2g
Octan sodny .......ceeveveeeeeeniiiinnnnnne. 5009
Heptahydréat siranu benatého ....... 0,209
Tetrahydrat siranu manganatého ....... 0,059
Hydrogenfosforénan (di)draselny ... 2,00 g
AQAr .. 12,00 g
VOda .o 1000,00 ml

Slanetz & Bartley Medium

TryptoSa ..ccvvveeeeiieiiiie e 20,00 g
Kvasniny extrakt .........ccccccoeeeinnnenee. 50049
Dextrosa ......ccoovveeeveeiiiiinieeeeeeeiiiie 2,009
Hydrogenuhkitan (di)draselny ........ 4,009
AZid SOANY ..oovviiiiiiiiiieeeeee e 0,409
Trifenyltetrazolium chlorid ............... 0,10 ¢
AQAr .. 15,00 g
VOda ..o 1000,00 ml
Enddv agar

Peptic digest of animal tissue .......... 10,00 g
LactoSa ......ccevvveviiiiiiiiiieeee e 10,00 g
Dipotassium phosphate ..................... 3,509
Sodium sulphite .....ccccoeeeiiiiiiiinnn, 5Qg
Basic fuchsin ..........ccccoeeiviiiiinnnnn 0,50 g
AGAr ..o 15,00 g



