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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo sledovani vlivu Lactococcus lactis subsp. cremoris na
jakost syru holandského typu. V ramci pokusu byly vyrobeny syry s piidavkem dekarboxy-
laza-pozitivniho kmene a Vv jednotlivych analyzach srovnavany se syry vyrobenymi za pou-
ziti komeréni smetanové kultury. Syry pak byly po dobu 3. mésicu skladovany pfi teploté
10 + 2°C. Vzorky byly 1. den, poté 1., 2 a 3. mésic zrani podrobeny zakladni chemické,
texturni, mikrobiologické, senzorické analyza a analyze obsahu biogennich amini metodou
HPLC.

Analyzy prokézaly tvorbu biogennich aminti v podstatné vysSich koncentracich ve vyrobé
s ptidavkem dekarboxylédza-pozitivniho kmene. Nejvice zastoupenym biogennim aminem
byl tyramin v koncentraci piesahujici 600 mg/kg. Vyznamné zmény vyvolané ptitomnosti

biogennich aminii v syrech nebyly ve sledovanych jakostnich parametrech prokazany.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, Lactococcus lactis subsp. cremoris, zrani syra holandského

typu

ABSTRACT

The aim of this thesis was to investigate the influence of Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris on the quality of Dutch-type cheese. In the framework of our attempt, were produced
cheeses with addition of decarboxylase-positive strain and were compared with the cheeses
produced by using commercial cream culture, at the individual analyzes. After that, cheeses
were stored over than 3 months at 10 + 2°C. Samples were subjected to basic chemical,
textural, microbiological, sensorial analysis and analysis of the content of biogenic amines
by HPLC at the first day and then 1%, 2" and 3" month during its own ripening.

Analysis showed the formation of biogenic amines in significantly higher concentrations in
production with the addition of decarboxylase-positive strain. The most representated bio-
genic amine was tyramine at a concentration exceding 600 mg / kg. Significant changes
induced by the presence of biogenic amines in cheese were not detected at the quality pa-

rameters.

Keywords: biogenic amines, Lactococcus lactis subsp. cremoris, ripening of Dutch type

cheese
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UvVOD

Syr je spotiebiteli vyhleddvanou potravinou uz od stfedovéku. Spole¢né s kofenim
byl dlouho pouzivan jako pfisada do jidel. Dnes je syr poddvan samostatné¢ nebo tvoii
hlavni slozku pii pfipravé syrovych specialit. K ziskani pozadovanych vlastnosti syra je
dilezité dodrzet reologické, fyzikalné - chemické,organoleptické a mikrobiologické aspek-
ty vyroby. Spotieba syrti v CR v roce 2012 byla 13,4 kg/osobu, z toho 11,2 kg/osobu tvofi-
ly syry ptirodni. Pomalu se tedy CR v konzumaci syrt pfiblizuje evropskému priméru.
Spotiebiteli nejvyhledavangjsi skupinou piirodnich syrt jsou syry holandského typu. Ces-

kym zastupcem je velmi oblibeny Eidam, ve svété pak Edam a Gouda [1, 2].

Syr je zdrojem nutricné vyznamnych latek. Béhem zrani syrii se z nich vytvafi fada
specifickych sloucenin, které ptispivaji ke vzniku charakteristickych vlastnosti vysledného
produktu. Doba zrani zavisi na druhu syra, pohybuje se v fadu tydnd, v nékterych ptipa-
dech probiha i nékolik let. Pfeména zivin v aromatické latky je podpofena aktivitou enzy-
mi, které mohou pochazet z mléka nebo z ptitomné mikrofléry. Dominujici skupinou mik-
roorganizmil v syrech na pocatku zréni jsou bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK). Tyto bakte-
rie jsou komeréné pouzivané v mlééném prumyslu, pti¢emz se zamérné pridavaji do mléka,
kde fermentuji mléény cukr — laktozu za vzniku kyseliny mlééné. Byvaji proto ¢asto ozna-
Covany jako starterové nebo zakysové BMK. Pfitomnd mikrofléra v mléce postupné
odumird v zavislosti na podminkéch prostiedi, ¢imz dochazi k uvolnéni enzymi (peptidaz),
a ty pak spolu s enzymy syiidla hydrolyzuji peptidy na volné aminokyseliny, které slouzi
jako prekurzory chutovych latek v syru. Z volnych aminokyselin mohou ptisobenim nékte-
rych dekarboxylaza—pozitivnich mikroorganizmu vznikat biogenni aminy (BA). Tyto bio-
logicky aktivni latky maji v uré¢itém mnozstvi negativni Gi¢inek pro konzumenta, proto je
vliv BA na lidsky organizmus pfedmétem mnoha studii [2]. Stejné tak se 1 tato prace zaby-
va biogennimi aminy avSak z hlediska vlivu na organoleptické, texturni a mikrobiologické
vlastnosti syra s piidavkem dekarboxylaza—pozitivniho kmene. Teoretickd Cast prace je
zamé&fena na obecny popis vyroby syrit holandského typu, déleni, reakce a vliv biogennich
amind na organizmus a stru¢n¢ charakterizuje zdkysové mikroorganizmy. Praktickd cast

pak porovnava vliv ptidavku dekarboxyldza-pozitivniho kmene na jakost vyrobenych syra.
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1 SYRY HOLANDSKEHO TYPU

Nabidka mlé¢nych vyrobkt na trhu je velice rozmanita. Spotiebitel si proto mtize vy-
brat z Sirokého sortimentu syrt ruznych druhi liSicich se pfedev§im charakterem chuti a
ving a také texturnimi vlastnostmi. Syr je jednou z nejstarSich potravin lidstva s vysokou
vyzivovou hodnotou. Prvni zminka o syru jako potraviné pochazi z 6 — 7 tis. let pt. n. 1.
Podle poslednich prizkumi je na svété znamo piiblizné 500 druhd. V CR poptavka po
syrech rok od roku stoupa a ptiblizuje se tak primérmné spotieb¢ syrit v Evropské unii, kde
se v roce 2013 pohybovala okolo 17 kg/osoba/rok. Z dlouhodobé¢jsiho hlediska ¢esky kon-
zument nakupuje zejména polotvrdé syry holandského typu, kam patii gouda a eidam [2 -

7]. Spotieba syri v CR od roku 1992 do 2012 v kg na obyvatele je uvedena v Tabulce 1.

Tabulka 1 — Vyvoj spotieby syrii v CR za roky 1992 — 2012 [8].

Rok Syry celkem Tavené syry PFirodni syry [kg/osobu]
[kg/osobu] [kg/osobul] celkem  tvrdé mékké  plisiiové

1992 6,8 2,0 4,6 3,1 11 0,4
1993 6,1 19 3,8 2,6 0,9 0,3
1994 6,6 2,0 44 2,9 11 0,4
1995 6,5 1,8 45 2,9 11 0,5
1996 8,4 2,3 59 3,7 15 0,7
1997 8,6 2,4 6,0 3,8 14 0,8
1998 8,8 2,5 6,1 3,9 14 0,8
1999 9,3 2,5 6,6 4,2 14 1,0
2000 10,5 2,9 7,4 4,7 1,6 11
2001 10,2 2,9 7,2 45 15 1,2
2002 10,6 2,6 7,9 50 1,7 1,2
2003 11,3 2,6 8,7 54 2,0 1,3
2004 12,0 2,6 9,4 57 2,1 1,6
2005 12,5 2,4 10,0 6,0 2,4 1,6
2006 13,4 2,6 10,8 6,6 2,6 1,6
2007 13,7 2,6 111 6,8 2,7 1,6
2008 12,9 2,4 10,5 6,6 2,3 1,6
2009 13,3 2,4 10,9 6,8 2,4 1,7
2010 13,2 2,1 111 6,6 2,7 1,8
2011 13,0 2,1 10,9 -* -* -*
2012 13,4 2,2 11,2 -* -* -*

* hodnoty nejsou zvetejnény
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Dle vyhlasky ¢. 77/2003 Sb. ze dne 6. biezna 2003 (v platném znéni), je syr mlécny
vyrobek vyrobeny vysrazenim mlécéné bilkoviny z mléka pisobenim syfidla nebo jinych
vhodnych koagula¢nich ¢inidel, prokysanim a oddélenim podilu syrovatky [4].

Syry holandského typu patiici do skupiny pfirodnich syri fadime dle vyhlasky ¢.
77/2003 Sh. ve vztahu k obsahu vody do kategorie polotvrdych a tvrdych syri. Tento vztah
muzeme urcit pomoci vzorce:

g vody
100—g tuku

voda v tukuprosté hmote syra =

Dle obsahu tuku je mizeme dale rozdélit na vysokotuéné (vice nez 60 % tuku v susi-
n¢), pInotucné (45 — 60 % t.v.s.), polotu¢né (25 — 45 % t.v.s.), nizkotu¢né (10 — 25 % t.v.s.)
a odtuc¢néné (méné nez 10 % t.v.s.). Eidam se fadi mezi polotvrdé syry ve vztahu k obsahu
vody a dle obsahu tuku spada do kategorie plnotu¢nych syrt obvykle s obsahem tuku
Vv susin€ kolem 50 % [4].

Mezi nejznaméjsi zastupce syrt holandského typu patii gouda a eidam. Goudou ro-
zumime polotvrdy syr, ktery je typicky svou pevnou konzistenci, plnou a pikantni chuti.
Zranim dochazi K nartstu jeho tvrdosti a zintenzivnéni chuti. Nazev je odvozen od mésta
nedaleko Rotterdamu, kde se jiz dlouhou dobu vyrabi. Asi 50% produkce syrt
v Nizozemsku tvofi pravé gouda. Dal§im vyznamnym zastupcem polotvrdych syru je ei-
dam. Tento syr pochazi taktéz z Nizozemska, kde je znamy pod nazvem Edam podle stej-
nojmenného mésta leZiciho u Amsterdamu. V CR se stejnym zptisobem vyrabi syr nazyva-
ny Eidam, ktery lze na trhu nalézt ve vice variantach dle obsahu tuku v susiné (20 %, 30 %,
40 % ¢i 45 %). Chut Eidamu je velmi jemna a mirné sland. Vyrobni postup holandského
Edamu a ¢eského Eidamu je principielné stejny, av§ak Nizozemci s imyslem chréanit dobré
jméno Edamu zazddali o ochranu zemé&pisného oznafeni. Po sedmiletém sporu o nazev
ziskalo Nizozemsko v roce 2010 ochrannou zndmku s ndzvem Holland Edam, kteréd zajis-
tuje jak presny technologicky postup, tak jakost a ptivod surovin [9, 10].

Hlavni surovinou pro vyrobu syru je mléko. Vytéznost mléka souvisi s jeho neporu-
Senou kysaci schopnosti a syfitelnosti. Velky vliv na vytéznost ma chemické sloZeni,
zejména obsah kaseinu a nutnd je také rovnovaha véapenatych iontl. Mléko se vyznacuje
vysokou vyzivovou hodnotou a slabé kyselym pH. Diky témto parametrim je mléko vhod-
nym substratem pro riist nezddoucich mikroorganismui. PfestoZe je syr, jakoZzto mlécny
vyrobek, stejné vyzivnou potravinou, byva povazovan za relativné bezpecny z hlediska

mikrobiologického. Béhem vyrobniho procesu jsou suroviny pro vyrobu syri podrobeny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

takovym operacim, které zajisti jak ziskani pozadovanych vlastnosti, tak i zdravotni neza-
vadnost za predpokladu pouziti metod spravné vyrobni praxe (SVP) a spravné hygienické
praxe (SHP). Mortimore and Wallace [11] tvrdi, Ze doSlo-li by k alimentarni infekci zpt-
sobené konzumaci syra, jednalo by se z 72% o syr vyrobeny ze syrového mléka. Syr vyro-
beny z tepelné neosetfeného mléka muize mit za nasledek jak jiz zminény negativni dopad
na zdravi konzumenta, tak i pfitomnost nezddouci mikroflory zptisobujici senzorické vady
vyrobku. Moznymi pfi¢inami vyskytu patogena jsou pfevazné Spatna hygiena v provozu,

nizka aktivita zakysovych kultur ¢i nedostatecné pasterace mléka [11,12].

1.1 Princip vyroby syru holandského typu

Vyroba syrt se u jednotlivych typt lisi, spoleénym znakem vSak zlstava stézejni su-
rovina, mléko. Jednotlivé kroky vyroby jsou pro kazdy typ upraveny tak, aby co nejlépe
odpovidaly vyslednym pozadovanym vlastnostem kone¢ného produktu. Vysledny produkt
je do znaéné miry ovlivnén sloZzenim mléka z hlediska obsahu bilkovin, tuku a vapniku.
Tyto faktory zavisi na druhu a plemeni zvitete, jeho stafi, vyzivovém stavu a v neposledni
fad¢ také stadiu laktace. Z divodu eliminace vzniku cizich pfichuti v syru nesmi mléko
obsahovat chemické latky véetné antibiotik, kterd v kone¢ném dtisledku inhibuji rist bakte-
ridlnich kultur potfebnych pro zdarny vyrobni proces [13].

Vépenaté ionty hraji dilezitou roli pti srazeni mléka, proto se pii vyrobé¢ pridavaji ve
formé CaCl; pro spravny proces syieni a naslednému vzniku koagulatu. S vyssi koncentraci
pridanych véapenatych iontl se srazeci proces urychluje. Je nezbytné nutné mléku vapenaté
ionty dodéavat zejména také z diivodu ztrat, ke kterym dochazi béhem tepelného oSetreni.
Zahtevem totiz reaguje pfevazna Cast vapenatych iontl za vzniku koloidniho fosfore¢nanu
vapenatého a jejich koncentrace pak nepostaci na tvorbu syfeniny. Dal§im dileZitym para-
metrem pii syfeni je hodnota pH. Pfed samotnym procesem je nutné snizit hodnotu pH
pfidanim zakysové kultury. Nizsi hodnota pH je potiebna k urychleni procesu syfeni. Sni-
zovani hodnoty pH k izoelektrickému bodu kaseinu totiz podporuje sraZzeni micel a napo-
maha k vytvoreni gelu [3, 13].

Barva je dilezitym atributem potravin a slouzi jako indikétor kvality. Barva mléka je
ovlivnéna pfevadzné mnozstvim karotenoidll ve stravé zvifete. Tyto latky vSak zvitata ne-
dokazou syntetizovat, ale ziskavaji je pfimo z rostlinnych materialti obsazenych v krmivu.

Skotu se karotenoidy ukladaji v tukové tkani a nasledné i v mléce, a méni tak jeho barvu na
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zlutavou, kdezto u napt. koz, ovci €i buvoll k tomuto jevu nedochazi. Syry vyrobené
Z koziho, ov¢iho ¢i buvoliho mléka jsou proto v porovnani s vyrobky z mléka skotu mno-
hem bé¢lejsi. Nazloutla barva vyrobki z kravského mléka z nich mize délat méné ptijatel-
nou variantu, nez produkty z ov¢iho, koziho nebo buvoliho mléka, zvlasté v zemich kolem
Stfedozemniho mofte [14].

Pti pfejimce mléka je jeho hodnota pH vysSsi nez tomu bylo pifed lety. Je to dano
zlepsenim hygieny pfi dojeni a propracovanéjSim zpusobem uchovani mléka za stabilnich
podminek. Hodnota pH mléka je zpravidla 6,6, pticemz ke zvySovani hodnoty dochazi bé-
hem skladovani mléka vlivem uvolnéni CO;, do atmosféry nebo také pii mastitidé. Toto
zvyseni vSak neni nijak markantni [3,13].

Uprava mléka pied pouzitim spo¢iva nejprve v odstranéni negistot vzniklych bdhem
ptepravy za pomoci filtrace. K separaci hrubych necistot se pouzivaji filtry zabudované
pfimo v potrubi pro pfivod mléka. Pro dokonalejsi vycisténi se vyuzivaji samoodkalovaci
odsmetanovaci odstfedivky, které¢ v dusledku ptisobeni odstredivé sily odstranuji necistoty
na zéklade jejich vyssi hustoty. Za pouziti bubnovych odstiedivek pak ziskame odstfedéné
mléko a smetanu. Pro ziskdni mlé¢ného vyrobku o urcité tucnosti je potieba provést stan-
dardizaci mléka, ktera spoc¢iva ve smiseni odstiedéné¢ho mléka a smetany v urcitém pome-
ru. Poté se provadi tepelné oSetieni ml¢ka — pasterace, kterd vSak nemusi byt vzdy soucasti.
Existuji syry, vyrabéné ze syrového mléka, u kterych je pak nutnd zvySend pozornost
z hlediska mikrobiologického. Cilem pasterace je tedy zajistit zdravotni nezdvadnost vy-
robku, deaktivovat enzymy a prodlouZit trvanlivost mléka. V ptipad¢, kdy je ve vyrobnim
postupu syrit holandského typu pasterace uvedena, pouziva se pasterace Setrna. Provadi se
po dobu 15 — 30s pii teploteé 72 — 75°C. Pouziti jiné nez Setrné pasterace je nezadouci
z hlediska technologického, kdy dochazi ke zvyseni podilu sérovych bilkovin a rozsahlej-
$im zméndm senzorickych (vafiva pfichut’) a funkcnich vlastnosti (syfitelnost mléka, ter-
mostabilita a kysaci schopnost). Po pasteraci mléko zchladime na syfici teplotu 28 — 33°C.
Proces syfeni podpofime piidavkem CaCly. Optimalni mnozstvi je 10 — 40 ml nasyceného
roztoku/100 1 mlé€ka. Pfidanim vy$§iho mnozstvi roztoku se zvysi hotkost vysledného pro-
duktu. K zabranéni nezadoucimu ucinku mikroorganizmi, které zapfticinuji tzv. dufeni
syru, 1ze predejit pouzitim KNO3; v mnozstvi 3 — 30 g/ 100 1 mléka. Alternativou pro pou-
zitt KNO3 miiZze byt enzym napf. lysozym. Nevyhodou pouZiti lysozymu je inhibi¢ni u€inek
na nékteré bakterie mlécného kvaseni (BMK), proto je v tomto piipadé nutné pouzit re-

zistentni kmeny. Pfed samotnym syfenim je nutné syry nechat mirné prokysat ptidavkem
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¢istych mlékaiskych kultur. Mléko se tedy ockuje mezofilni smetanovou kulturou zastou-
penou predevsim Lactoccus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris
v mnozstvi 0,01 — 0,05 % a ponecha se do dalSiho dne ve zracim tanku. K tomuto prokysa-
ni tedy slouzi vySe zminéné primarni kultury, které zahajuji svou biochemickou aktivitu
jeste pred koagulaci mléka a jejich ukolem je prokyséani jak mléka, tak i syfeniny. Mezi
sekundarni (tzv. doplnkové) kultury u syrt holandského typu miizeme zatadit rod Lactoba-
cillus, konkrétné tedy Lactobacillus casei. Pouziti téchto kultur je potifebné z diivodu jejich
proteolytické Cinnosti, vytvari charakteristické aroma syra a odpovidaji za tvorbu ok, jsou-
li zadouci. Inokulace mléka napomaha k obnoveni fyzikaln¢ chemickych a mikrobiologic-
kych vlastnosti, které ztratilo béhem tepelného osetfeni. Takto upravend surovina je tedy

pfipravena k syfeni [7,13,15-19].

Prabéeh syteni je zavisly na mnozstvi syfidla, teploté a asu. Nastava po ptidavku ur-
¢it¢tho mnozstvi syfidla, které se voli v z&vislosti na pozadované dob¢ syfeni, u polotvrdych
a tvrdych syrti je to 20 — 35 minut pii teploté mléka 31 — 32°C. Pti vyrobé syrii holandské-
ho typu vyuzivame syfeni enzymatické, kdy pouzitim chymozinu ¢i jiného koagula¢niho
enzymu dochédzi krychlému srdZzeni mléka a tvorbé syfeniny. Reakce spociva
Vv enzymatickém Stépeni k- kaseinu stabilizujiciho kaseinové micely a nasledném srazeni
micel destabilizovanych pfi §tépeni. Doba syfeni vSak nesmi piekrocit Casovy interval 50
minut, kdy pak nastava tercialni faze enzymatického srazeni, ve které dochéazi k rozsahlé
hydrolyze a- a - kaseini chymozinem vedouci k neZddoucim zménam jako jsou sniZeni
vytéznosti nebo vzniku chutovych vad. Po uplynuti dané doby syfeni je nutné vzniklou
syfeninu pokrajet a pomalu promichat pro podporu synereze. Vznikla syrafskd zrna by
v konecném duisledku mély mit velikost hrasku. Po odstranéni 20 az 30 % syrovatky a pfi-
pusténi 50 az 70 % technologické vody lze vznikla zrna dohiivat pomoci tzv. praci vody o
teploté 70 — 90°C v piipad€ nizkodohtivanych syrt. Principem je nahrazeni podilu syrovat-
ky horkou vodou, kdy dojde ke zvySeni teploty syfeniny a tim ke snizeni obsahu rozpust-
nych latek, zejména laktézy. Po dosazeni teploty syieniny 36 — 42°C, nastdva dosouSeni,
coZ je vytuzovani syfeniny v syrovétce po dobu 20 — 30 minut. Uéelem je dosaZeni poza-
dovaného obsahu suSiny. Po dosouseni se syrafska zrna vypousti do forem, kde za soucas-
ného odkapu syrovatky a lisovani ziskavaji finalni tvar a velikost [17,18,20].

Dalsi technologickou operaci je soleni syrt, které produktu dodava chut, zlepSuje

konzistenci, napomaha odvodu dalsiho podilu syrovatky, reguluje mikrobiologické procesy
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a potlacuje ¢innost nezadoucich mikroorganizmt. Obsah NaCl v polotvrdych a tvrdych
syrech by se m¢l pohybovat mezi 2,0 — 2,5 %. Soleni se provadi v solné lazni, kde hraji
dilezitou roli parametry, jako jsou koncentrace NaCl, pH a teplota. Soli se dnes obvykle
jednotepelnym zplisobem za ucasti solné lazné s teplotou 12 — 22°C a koncentraci 18 —
22% NacCl [20].

Po vysoleni se syry nechaji par hodin oschnout a poté se voskuji nebo bali do zracich

obalii. Zabalené syry jsou vloZeny do polic ¢i zracich beden a pfipraveny na zrani [20].

1.2 Zrani syri

Béhem zrani nastdvaji mikrobiologické a biochemické zmény katalyzované ptitom-
nosti enzymt. Mléko obsahuje enzymy jak endogenni, tak exogenni vznikajici ¢innosti
mikroorganisml ¢i G€inkem pisobeni syfidla. Mezi nejvyznamnéjsi bakteridlni enzymy
vyskytujici se v mléce patii bohuzel také termostabilni lipazy a proteazy, které jsou produ-
kovany psychrotrofnimi bakteriemi. Téch je vSak velmi malé mnozstvi za pfedpokladu
pouziti kvalitni suroviny. Z technologického hlediska je zrani nutné k vytvoreni typického
vzhledu, chuti, aroma i konzistence pro dany typ syrti. Typickou chut’ udéavaji syru slouce-
niny latek pfitomné v mléce, avsak k nejvétsim zménam chuti dochazi pravé béhem zrani.
Tvorba ptichuti syra je souborem enzymatickym a neenzymatickych reakei, kdy nejdilezi-
t&j8i roli zastavaji bakterie mlééného kvaseni. Zranim jsou dale ovlivnény zejména bilkovi-
ny a sacharid laktoza, dochazi vSak také ke zménam tuku, ktery je hlavnim prekurzorem
pro tvorbu chuti [21-24].

Jednotlivé biochemické procesy probihajici béhem zrani jsou propojeny a postupné
na sebe navazuji. Zrani se odehrava ve zracich sklepech s pravidelné kontrolovanou teplo-
tou a relativni vlhkosti, pfedevs§im u syrt zrajicich bez obalu. Teplota je zasadnim paramet-
rem v procesu zrani. U syrQ s nizkodohtivanou syfeninou by se méla pohybovat v rozmezi
8 — 14 °C. V pfipad¢€ polotvrdych a tvrdych syri odpovida 80 — 90% V ptipad¢ zrani
V ochranném obalu. Doporucend doba zrani syr holandského typu pro eidam je 2 - 3 mési-
ce, doba zrani goudy muze byt 1 mésic az 2 roky v zavislosti na pozadovanych vlastnos-

tech syru [25].

Vzhledem k vysokym nakladiim na skladovani a uchovavani dlouhozrajicich syra ve
zracich sklepech s fizenou atmosférou, vznikly nové technologie pro urychleni tohoto pro-

cesu. Metody akcelerace zrani syri zahrnuji zménu teploty zréni, piidavek enzym, piida-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

vvvvvv

faktorim ovliviiujici mikrobiologické, resp. biochemické procesy pii zrani syrt. Proteoly-
tické a lipolytické reakce jsou vyrazné urychleny pouzitim zvySené teploty béhem zrani. Je
to dano pfiblizenim se k optimalni teploté aktivity proteolytickych enzymi, které pak kata-
lyzuji pfeménu volnych aminokyselin na senzoricky aktivni latky. Tento zptsob akcelerace
zrani syrd vSak muze byt aplikovan je u syrti vyrobenych za vysoce hygienickych podmi-
nek, vzhledem Kk tomu, Ze zvySeni teploty by pak mohlo pozitivné ptisobit na riist a mnoze-
ni nezadouci mikroflory (ptivodce alimentarnich onemocnéni). Pfidavek enzymt téz vyraz-
n¢ ovliviiuje rychlost zrani syrti. Nejcastéji vyuzivané enzymy jsou proteindzy, peptidazy,
lipazy a B-galaktoziddazy. Enzymy jsou zodpovédné za vysledné senzorické vlastnosti ty-
pické pro dany vyrobek. Z divodu tvorby hotké chuti, zluklosti, netypickych pachuti ¢i
texturnich vad je pfi aplikaci této metody velmi dilezité mnozstvi pouzitého enzymového
ptipravku. Vyuziti GMM je dal$im ze zplsobii metod akcelerace zrani, kdy ucelem je vy-
tvorit takovy mikroorganizmus, ktery produkuje daleko vice enzymu (proteinaz atd.) nez

bézné pouzivané starterové kultury [26].

1.2.1 Rozklad laktézy bakteriemi mlééného kvaSeni za vzniku kyseliny mlécéné

Metabolizmus laktdzy je dulezity pii vyrobé vSech druht syrt. Laktéza vstupuje do
buiky dvéma zpisoby. Jednim ze zptisobii je za pomoci nosice lakt6za-permeazy, kde en-
zym [-galaktoziddza rozklada laktozu na glukézu a galaktdozu. Druhym zpisobem je vstup
laktézy do buniky pomoci fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferazy. Laktdza se pak
§tépi na glukozu a galaktdzu-6-fosfat. Glukodza se rozklada glykolyzou a galaktoza je meta-
bolizovana dvéma drahami, Leloirovou a tagatozovou. Leloirovou drahou je galaktéza fos-
forylovéna a pfeménéna na glukézu—6—fosfat, kterd rovnéz vstupuje do glykolyzy. Tagato-
zovou drahou je galaktoza-6-fosfat dvakrat fosforylovana na tagatézu 1,6-difosfat. Nasled-
n¢ dochazi k rozkladu na dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd-3—fosfat Gicastnici se gly-
kolyzy. Pyruvat je pusobenim laktatdehydrogenazy $tépen az na kyselinu mléénou [27,28].
Schematické zndzornéni metabolizmu galaktdzy bakteriemi mlééného kvaseni je na Obraz-

ku 1.
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Obrazek 1 - Metabolizmus galaktozy BMK [29].

Rozklad laktézy zaCina jiz po inokulaci, pokracuje béhem srdzeni, zpracovani a for-
movani syfeniny. V zavislosti na pouzitém mikroorganizmu dochazi k rozkladu laktozy
dvéma zplsoby, a to bud’ homofermentativni, kde je hlavnim produktem reakce kyselina
mlécné nebo heterofermentativni. Béhem heterofermentavniho kvaseni dochazi vedle kyse-
liny mlé¢né také k produkci dalSich vyznamnych latek jako je etanol, t€kavé kyseliny, oxid
uhlicity aj. Pfi vyrobé polotvrdych syrti vyuZivame homofermentativniho kvaSeni za ti¢asti
zejména bakterii rodu Lactococcus, které pomoci enzymu B- galaktozidazy Stépi laktozu
na glukozu a galaktozu. Glykolyzou pak vznikd L- laktat, ktery mizZe byt pomoci nezaky-
sovych bakterii napf. Leuconostoc spp. racemizovan na D- laktat, jez je méné€ rozpustny
nez pivodni forma, ma nevyznamny vliv na chut, avSak v kone¢ném duasledku zptsobuje
krystalky na fezu syra projevujici se bilymi skvrnami. Kyselina mlé¢na reaguje s vapnikem
za vzniku mlé¢nanu véapenatého, diky tomu pak syrafska zrna vytvoii homogenni hmotu za
vzniku monokalciumkaseinatu, ktery ve vodé a roztoku NaCl bobtnd. Kyselina mlécna

ovliviiuje zastoupeni soli v syrech a snizuje kyselost syru. Pro syry holandského typu je
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Vv mensi mife zadouci tvorba ok, které¢ zptisobuje oxid uhlicity vznikajici z laktatu za ucasti

BMK. Ok by nem¢lo byt vic nez 5 o velikosti hrasku [7,13,14,21].

1.2.2 Proteolyza a reakce volnych aminokyselin

Ze ti1 zékladnich reakci, ke kterym dochazi béhem zrani, je proteolyza komplexni, a
vlastnosti, jako je tvrdost, pruznost, soudrznost, tavitelnost, pfilnavost a vyznamnym zpu-
sobem se podili na tvorbé chuti vysledného produktu (vice popsano v kapitole 2. Biogenni
aminy). Proteolyzou dochazi k rozkladu bilkovin anaerobné v celé hmoté syra nebo aerob-
né od povrchu dovnitf. Studiemi bylo prokazano, ze za prvotni fazi proteolyzy jsou zodpo-
védné zejména enzymy syfidla. Proteolyzou vznikaji $tépy s vysokou molekulovou hmot-
nosti, poté nastava hydrolyza za vzniku peptidi s nizs§i molekulovou hmotnosti. Tuto reakci
katalyzuji enzymy pochazejici zejména ze startovacich kultur. Nekteré peptidy mohou mit
hotkou chut’, na co vSak mize mit vliv fada faktord (druh BMK, sytidlo, obsah soli, aj.)
Tyto slouceniny mohou v kone¢ném disledku zptisobovat nezddouci chuté a senzorické
vady v syrech. Dulezitym enzymem s proteolytickou aktivitou je nativni plazmin. Tento
glykoprotein piechazi do mléka z krve dojnic, kde primarné slouzi k rozkladu srazenin
fibrinu. Plazmin je soucésti komplexniho systému sestdvajicitho ho z aktivniho enzymu,
jeho neaktivni formy plazminogenu, aktivatoru plazminogenu, inhibitoru plazminu a inhi-
bitoru aktivatoru plazminogenu. Plazmin a plazminogen vcetné jeho aktivatori jsou
Vv Cerstvém mléce vazany na kaseinové micely, kdy plazminogenu je zde 4x vice neZ sa-
motného plazminu. Aktivita plazminu byva zvySena na konci laktace a béhem mastitid.
Optimalni podminky pro aktivitu enzymu je teplota pfiblizné¢ 35°C a pH 7,5. Naopak
k inaktivaci dochazi pii teploté 80°C s vydrzi 10 minut pii pH 6,8. Vyznacuje se vysokou
specificitou pro peptidové vazby obsahujici lysin na N-termindlnim konci. Podili se na §té-
peni kaseinovych frakci ag; za vzniku proteolytickych stépt a dale p — kaseinu za vzniku vy -
kaseinu, které pii kyselém i enzymatickém sraZeni zlstavaji v syfeniné diky své hydrofobni
povaze. Vzhledem k faktu, ze inhibitory plazminu jsou mén¢ tepelné stabilni a tudiz jsou
inaktivovany dfive neZ samotny enzym, je plazmin zodpovédny za primarni proteolyzu u

vysokodohiivanych syru jako je Parmezan ¢i Emental [7,13,14,21,25].
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Inhibitor aktivatorn plazminogenu
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Aldtivator plazminogenu
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¥
I 7

Obrazek 2 - Schematické znazornéni systému plazminu v mléce [14].

Delsi doba zrani podpoti tvorbu tripeptidii, dipeptidi a volnych aminokyselin, které
jsou rozkladany na amoniak a dalsi slouceniny. Volné aminokyseliny jsou substratem pro
vznik senzoricky aktivnich latek, dodavajici chut’ a vini, tudiZ méni organoleptické vlast-
nosti vyrobku. Jedna se predevsim o aldehydy, ketony, estery, amoniak, aj. Potencialnim
rizikem je reakce volnych aminokyselin za vzniku biogennich amind, které ve vySsich kon-
centracich mohou negativné ovlivnit zdravi konzumenta (vice popsano v kapitole 3). Zmg-
ny ve struktufe bilkovin urcuje rozsah zrani, cozZ je podil ve vodé¢ rozpustnych dusikatych
latek. Dal$im urcujicim znakem je hloubka zrani, ktera uvadi mnozZstvi aminokyselin a
produktl jejich rozkladu k celkovému dusiku. Hloubka zrani je zna¢na u polotvrdych a
tvrdych syrii. Vzhledem ke slozitosti proteolyzy, pouzivaji se dnes nejriznéjsi metody sta-
noveni rozsahu zrani v zavislosti na hloubce poZadovanych informaci. Tyto metody mohou
byt bud’ specifické, mezi které fadime chromatografii ¢i elektroforézu a nespecifické, zalo-
zené na stanoveni obsahu rozpustného dusiku pomoci rozpoustédla (voda, etanol, kyselina

trichloroctova, aj.) [7,13,14,21].

1.2.3 Lipolyza a reakce mastnych Kkyselin
Lipidy maji vyznamny vliv na chut’ a texturu syri. K tvorbé syrové ptichuté lipidy
pfispivaji svym zdrojem mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které jsou typické pro silné

charakteristické aroma, dale také obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, jez jsou
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nachylné k oxida¢nim reakcim za vzniku aldehydl zptisobujicich vady chuti a Zluknuti
tukti. Lipolyzou se rozumi rozklad tukd, kdy uc¢inkem lipdz dochazi k uvolnéni mastnych
kyselin z triacylglycerol. Naslednou reakci volnych mastnych kyselin vznikaji senzoricky
aktivni latky, které jsou v mensim mnozstvi zadouci. Vyssi koncentrace téchto latek vSak
zpusobuje nepiijatelné senzorické vady. Lipazy vykazuji specificitu pro mastné kyseliny s
urcitou délkou fetézce, neékteré pro nasycené nebo naopak pro nenasycené mastné kyseliny.
Prestoze existuji 1 lipazy, které maji vyssi aktivitu v neutralnim nebo kyselém pH, pfevazna

vétSina téchto enzymd ma optimum v oblasti alkalické [7,14,21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2 BIOGENNI AMINY

Aminy jsou organické slouceniny typického zapachu odvozené od amoniaku s jednim
nebo vice atomem vodiku nahrazenym alkylovou skupinou. Biogenni aminy jsou dilezité
latky, které v organismu slouzi jako zdroj dusiku pro bunky, prekurzory v syntéze hormo-
nu, proteint a nukleovych kyselin, dale reguluji télesnou teplotu a pilisobi také jako neuro-
transmitery centralni nervové soustavy. Ve vyssich koncentracich jsou tyto latky, vyskytu-
jici se v potravinach v dusledku nevhodného zpracovani ¢i skladovani, Skodlivé. Tyto ami-
ny jsou oznaceny jako biogenni, protoze jsou vytvoreny pisobenim zivych organismt.. Me-
daverin, tyramin, tryptamin, fenylethylamin, spermin a spermidin. Vznik BA v potravinach
je pfipisovan puasobeni bakterii, jejichz enzymy - dekarboxyldzy odstépuji karboxyl
z volnych aminokyselin. Tvorbu biogennich aminii v potravinach ovliviiuji tii zékladni
faktory: dostupnost volnych aminokyselin, pfitomnost bakterii s funkénimi dekarboxyla-
zami a prostfedi vhodné pro rist takovychto bakterii. Mezi potraviny, ve kterych je vyskyt
BA nejcastéjsi, patii ryby, rybi vyrobky, masné vyrobky, vejce, syry, fermentované zeleni-
ny, sojové produkty, pivo a vino [30-33].

2.1 Déleni biogennich aminii

Biogenni aminy lze rozdélit dle chemické struktury na alifatické (putrescin, kadave-
rin, spermin, spermidin, agmatin), aromatické (tyramin, fenylethylamin) a heterocyklické
(histamin, tryptamin). Dle poctu reaktivnich aminoskupin se rozdéluji na monoaminy a
polyaminy. Jednoduché alifatické monoaminy jsou velmi rozsifené. VétSina alifatickych
amint spada do skupiny polyamint, tj. ze ve své molekule obsahuji dvé a vice aminosku-
pin. Polyaminy jako je putrescin, kadaverin, spermin a spermidin se b&zné& vyskytuji
v Zivych organismech, kde plni fadu fyziologickych funkci a lze je také nalézt ve vétSiné
bakterii. Na primarni, sekundarni a terciarni délime biogenni aminy dle poctu alkylovych a
arylovych skupin navazanych na atom dusiku. Je — li alkylem nebo arylem substituovan jen
jeden vodik, jednd se o primarni amin, jsou — li nahrazeny oba vodiky, pak vznikaji aminy

sekundarni [25,30,33-35 ].
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Obecny piehled nékterych biogennich aminu je uveden v Tabulce 2. K systematic-

kému nazvu je pfifazen nazev trividlni a jednotlivé biogenni aminy jsou rozdé¢leny do sku-

piny podle chemické struktury [25].

Tabulka 2 - Obecny prehled nékterych zastupcit BA [25].

NAZEV
, . SKUPINA
SYSTEMATICKY TRIVIALN{
2-(1H-IMIDAZOL-5-YL) histamin heterocyklické primarni monoaminy
ETHYLAMIN
utrescin alifatické rimarni olyamin
BUTAN-1,4-DIAMIN P p poly y
kadaverin alifatické rimarni olyamin
PENTAN-1,5-DIAMIN p poly y
serotonin heterocyklické primarni olyamin
5-HYDROXYTRYPTAMIN y p poly y
N-(4-AMINOBUTYL) agmatin alifatické sekundarni  polyaminy
GUANIDIN
tyramin aromatické rimarni monoamin
4-(2-AMINOETHYL) FENOL y p y
fenylethylamin  aromatické primarni monoaminy
2-FENYLETHYLAMIN
N, N"-BIS (AMINOPROPYL) spermin alifatické sekundarni  polyaminy
BUTAN-1,4-DIAMIN
N-(3-AMINOPROPYL) spermidin alifatické sekundarni  polyaminy

BUTAN-1,4-DIAMIN

2.2 Vznik biogennich amint

Biogenni aminy jsou produkty dekarboxyldza-pozitivnich mikroorganizmii pfitom-

nych v potravinach. Mohou vznikat pisobenim enzymii kontaminujici mikroflory nebo je

jejich vznik podminén zvolenou technologii vyroby, zejména u fermentovanych potravin.

Dekarboxylace aminokyselin je béznd hlavné v zivo¢iSnych materialech, kdezto vznik

amint z aldehydu je typicky pro materialy rostlinné. Jednim ze zptsobii tvorby amini je i

transaminace aldehyda a ketonti. Castou reakci biogennich amini je reakce neenzymového

hnédnuti, kde jsou vyslednymi meziprodukty iminy. Iminy mohou vznikat také oxidaci,

pfedevsim diky peroxidu vodiku a hydroperoxidi lipidd. Pii dlouhodobém skladovéani nebo
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pii vyssi teploté dochazi k reakci aminokyselin s triacylglyceroly za vznikti amidd mast-
nych kyselin. Yen and Kao [73] dokazali, Ze polyaminy spermidin, spermin a putrescin
inhibuji oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin. Tento antioxidac¢ni u¢inek zavisi na

poctu amino skupin v pfislusném polyaminu [25,30,36,37].

Pisobenim dekarboxyldz dochéazi k uvolnéni CO, z karboxylové skupiny aminokyse-
lin, které slouzi jako prekurzory pro vznik BA. Dekarboxylazova aktivita se vyskytuje u
mnoha druhi jak grampozitivnich (G*) bakterii rodu Bacillus, Clostridium, BMK (Lacto-
bacillus, Pediococcus a Streptococcus), tak u gramnegativnich (G°), kam patti rody Citro-
bacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Salmonella a Shigella. Dekarboxy-
lazova aktivita na aminokyseliny tyrosin a histidin byla detekovana u gramnegativnich rodu
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas riptilivora,a grampozitivnich rodu Ba-
cillus cereus, Enterococcus durans, Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus. Grampozitivni bakterie

Enterococcus faecalis je spojovan se vznikem tyraminu v syru ¢edar [38-42].

Proteus morganii, Klebsiella pneumoniae jsou vyznamnymi producenty histaminu
V rybéach a vyrobcich z nich. Histamin vznikéd z aminokyseliny histidinu za tcasti histidin —
dekarboxylazy za soucasného uvolnéni CO,. Enzym histidin-dekarboxylaza byl izolovan
z nékterych druhti rodu Lactobacillus ¢i gramnegativni bakterie rodu Enterobacter aeroge-

nes. Schéma vzniku histaminu je viditelné na Obrazku 3 [38-41].

O

N H" N
( ] OH — - Co. ++ /\IH/\‘
N*“;'I H,N histidin-dekarboxylaza Y H,N
H

L-histidin histamin

Obrazek 3 - Schéma vzniku histaminu z L — histidinu [43].

Biogenni aminy, zejména sekundarni, se vyznacuji schopnosti reagovat s dusitany za
vzniku karcinogennich nitrosamint. V roce 1978 stanovila Mezinarodni agentura pro vy-
zkum rakoviny (IARC) skupiny nitrosamint dle jejich negativniho vlivu na lidsky orga-

nismus, kde N-nitrosodiethylamin (NDEA) a N-nitrosodimethylamin (NDMA) patii do
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skupiny pravdépodobnych karcinogent. N-nitrosodibutylamin (NDBA), N-nitrosopiperidin
(NPIP) a N-nitrosopyrrolidin (NPYR) se fadi do skupiny moznych karcinogenti [30-33,43].

V piitomnosti kontaminujici mikroflory (Pseudomonas ¢i enterobakterie) dochazi
k vyss$i produkci putrescinu v potravinach. V porovnani s ostatnimi BA, které vznikaji pre-
vazné jednou metabolickou drahou, vznika putrescin dvéma drahami v pfipadé grampozi-
tivnich MO (Obrazek 5 a 6) a dokonce tfemi drahami Vv pfitomnosti gramnegativnich bakte-
rii (zndzornéno na Obrazku 4 - 6). Grampozitivni bakterie se metabolizmu putrescinu
ucastni pomoci agmatin deimindzové (Obrazek 5) a ornitin dekarboxylazové drahy (Obra-
zek 6). Agmatin deimindzova drédha vyuziva dvou enzymui. Agmatin deaminaza, ktera pie-
meénuje agmatin na N-karbamoylputrescin a amoniak. Druhym enzymem je pak N-
ktery je kinazou rozlozen na oxid uhli¢ity, amoniak a ATP slouzici jako zdroj energie pro

BMK [35, 43,44].

Na Obrazku 4 je znazornén vznik putrescinu arginin-dekarboxylazovou drahou, kde
je L-arginin enzymem arginin-dekarboxylazou dekarboxylovan za vzniku agmatinu. Ente-
robakterie pak agmatin pfeménuji na putrescin a mocovinu pomoci agmatin-ureohydrolazy.
Oproti tomu pak napiiklad rod Pseudomonas stejné jako BMK agmatin hydrolyzuji agma-
tin-deiminazou za vzniku N-karbamoyl putrescinu a amoniaku (viz Obrazek 5). Metabolic-
ka draha vedouci ke vzniku putrescinu znazornéna na Obrazku 4 je mozna jen u gramnega-

tivnich bakterii. [43,44].

HaM.__ __;:_NH
_-MH
' +H"
L = = COs + HN~ e e _~MNH_NH;
- arginin-karboxylaza ILll
H, ! H
Hop™ OH / agmatin
2
j;l} agmatin-urechydrolaza +H,0
L -arginin '
)
HoM_ I

7 T TUNH, 4+ HNT UNH

putrescin modovina

Obrazek 4 - Vznik putrescinu (drdha 1.)[ 43].
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Obrazek 5 piedstavuje dal$i zptsob vzniku putrescinu. Tato draha je shodna s pied-
chozi (Obrazek 4) az po vznik agmatinu. Agmatin se diky agmatin-deiminéze nebo agma-
tin-iminohydrolaze méni na meziprodukt N-karbamoylputrescin, ktery pak reaguje s mole-
kulou vody a kationtem vodiku v pfitomnosti enzymu N-karbamoylputrescin-
amidohydrolazy za vzniku putrescinu a dalSich slou¢enin. Putrescin vznika touto drahou za
pfitomnosti enzyma produkovanych jak grampozitivnimi tak gramnegativnimi bakteriemi
s dekarboxylazovou aktivitou (Arabidopsis thaliana, Pseudomonas aeruginosa, aj).
[43,44].

HoM . _~MNH
e
MH
—
[ T NH
_ . = COz + HoN~ " o ~NHz
T arginin-dekarboxylaza H/
H,,J MH  agmatin
H N""- ~, —OH agmatin-deiminaza
2 ” < ) +H,0O
5 apgmatin-iminohydroldza -
L -arginin

+

NHq_ + HEN /--ﬂ‘x“"’f—““‘“u.-*'-"NHHTI/NH2

o
M-karbamoylputrescin

M-karbamoylputrescin-amidohydrola * 2

HEN",J-ﬁHHHH-"J-ﬁHH'H.r"H NHE + ':':'2 + NH3

putrescin

Obrazek 5 - Vznik putrescinu (drdha 11.) [43].

Putrescin miize vznikat také z L- ornitinu pomoci enzymu ornitin-dekarboxylazy,
produkované gramnegativnimi kmeny Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa za sou-
¢asného uvolnéni oxidu uhli¢itého (Obrazek 6). Tuto metabolickou drdhu jsou schopny

vyuzivat také grampozitivni MO. Ze vzniklého putrescinu pak metylaci S-adenosyl-L-
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methioninaminenu vznikd spermidin, z kterého mtze vzniknout dal$i biogenni amin sper-
min. Putrescin, spermidin a spermin pak slouzi jako prekurzory pro vznik N-
nitrosopyrrolidinu. Z ornitinu tedy dekarboxylaci vznikne putrescin. Deaminaci ornitinu a
naslednou cyklizaci vznika pyrrolidin. Z pyrrolidnu pak v ptfitomnosti nitrosa¢niho Cinitele

vznika karcinogenni N-nitrosopyrrolidin [44-46 ].

+
H //\\//”\\\/,NHz
HyN X OH — = CO, + HyN
H ornitin-dekraboxylaza
NH,

L-ornitin putrescin

Obrdzek 6 - Vznik putrescinu (draha 111.)[ 43].

2.2.1 Podminky vzniku biogennich amini
Ke vzniku biogennich amintl je potieba splnit nasledujici podminky:
a) pfitomnost volnych aminokyselin v potraving
b) ptitomnost mikroorganizmii s dekarboxyldzovou aktivitou
¢) vhodné podminky pro riist a pomnoZeni danych mikroorganizmd.

K vytvoteni vhodnych podminek pro rist a mnozeni mikroorganizmt jsou dilezité
faktory, kterymi je teplota, doba skladovani potraviny, aktivita vody, pfitomnost kysliku,
pH, redoxni potencial a obsah soli. Dle Komprdy [36] je vznik amint ovliviiovan také ob-
sahem glukdzy jako substratu, pficemz optimalni hodnota pro aktivitu enzymu je do 2%.
Hodnota nad 3% funkci enzymu inhibuje. Nutno podotknout, ze vSechny vySe zminéné
faktory jsou zavislé na pouZzitém druhu bakterie. Teplota se u mezofilnich dekarboxylaza
pozitivnich bakterii mlécného kvaSeni pohybuje v rozmezi 10 — 45°C, vSak optimalni tep-
lota rlistu a reprodukci mezofila je okolo 37°C, ptfi€emz teplota niz§i nez zminéné rozmezi
zpomaluje a zastavuje rust mikroorganizmi. Termofilni BMK naopak preferuji teplotu

okolo 40 — 50°C. Co se pH tyce, je pro BMK a jejich dekarboxylazovou aktivitu vhodngjsi
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slabé kyselé prostiedi. Hnilobné bakterii vyzaduji neutralni, az slabé zéasadité prostiedi.
Pritomnost kysliku neni zcela jednozna¢nym ukazatelem. Zavisi na daném dekarboxylaza
pozitivnim mikroorganizmu, zda je aerobni, fakultativné anaerobni nebo anaerobni. Teplo-
ta vhodna pro dekarboxyldzu je v rozmezi 20 — 30°C, pficemz hodnoty nizsi nez zminéné

rozmezi zpomaluje nebo zastavuji riist mikroorganizmu [36,47,48].

2.3 Vyskyt biogennich amint

Prakticky vSechny potraviny, které obsahuji proteiny nebo volné aminokyseliny vy-
tvaii vhodné prostiedi pro rtst mikroorganizmi a za téchto podminek Ize proto s jistotou
ptedpokladat tvorbu biogennich amind. Celkové mnozstvi vzniklych BA pak ve velké mife
zavisi na pritomné mikroflote, druhu potraviny, teploté a dob¢ skladovani. Vedle vyse
zminénych potravin najdeme BA také v mlé¢nych vyrobcich, cokoladé i ovoci. Obvykle se
obsah jednotlivych amini v potravinach pohybuje v fadu jednotek az desitek mg/kg. Hod-
noty ve stovkach mg/kg se povazuji dokonce za velmi vysoké. Vyjimkou jsou tisice mg/kg.
Pfi dodrZzovani metod spravné vyrobni praxe (SVP) je hodnota 5 — 100 mg/kg histaminu,
100 — 800 mg/kg a 30 mg/kg fenylethylaminu povazovana za piijatelnou. Piitomnost vol-
nych aminokyselin, kyselé prostiedi, vysokd koncentrace soli ve vyrobku a dostatecna de-
karboxylazova aktivita mikroorganizmli koreluje s vy$§im obsahem biogenni aminti

Vv potravinach [30,35,49-51 ].

Biogenni aminy vyskytujici se v potravinach se ¢astecné podili na otravach zplsobe-
nych konzumaci kontaminovanych potravin. V ptipad¢, ze spotiebitel zkonzumuje v krat-
kém casovém intervalu takové mnozZstvi potraviny, ve kterém je obsaZena minimalni in-
fekéni davka, dochazi k nezadoucim projevim specifickych pro dany amin. Podminkou je
také precitlivélost konzumenta na dany patogen. Zejména déti, seniofi, t¢hotné Zeny a imu-
nosupresivni jedinci jsou oproti primérnému spotiebiteli obzvlast’ nachylni k témto infek-

cim [52].

Z hlediska vyskytu se potraviny dé€li na fermentované, kde je rozhodujicim faktorem
pusobeni bakterii mlééného kvaSeni a potraviny nefermentované, v nichz biogenni aminy
vznikaji pfedevsim ¢innosti bakterii hnilobnych. Lepsi znalost faktorti pro kontrolu vzniku
BA je nezbytné nutna pro zlepseni kvality a bezpecnosti potravin. Pro omezeni tvorby ami-

nl v potravinach se pouzivaji n€které konzervacni latky napft. kyselina sorbova [49,53].
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2.3.1 Fermentované potraviny

Fermentované potraviny jsou charakteristické vysokym poctem mikroorganizmil,
zamérn¢ pridanych pro spravny pribéh fermentace, proto predstavuji pravdépodobnost
vys$iho vyskytu biogennich amini nez nefermentované potraviny. Fermentované potraviny

zraji razné dlouhou dobu, béhem niz se biogenni aminy tvoii [30,54].

Syry jsou obavanou skupinou fermentovanych potravin. Prvni pfipad alimentarni
otravy histaminem spojeny s konzumaci goudy byl hlasen roku 1967 v Nizozemsku. Ne-
bezpeci pro konzumenta piedstavuji syry vyrabéné z tepelné neosetfené¢ho mléka (brynza).
Tavené syry podléhaji pfi zpracovani vysokym teplotam, které eliminuji mnozstvi BA
na zanedbatelné. Polotvrdé syry holandského typu obsahuji podstatné nizsi hodnoty bio-
gennich aminti. Pasterace mléka na vyrobu syrl, vysoky stupeil provozni hygieny a vybér
vstupnich surovin s nizkou dekarboxylazovou aktivitou jsou faktory eliminujici vznik téch-

to nezadoucich latek [30,35,50].

Syry predstavuji idealni prostfedi pro tvorbu biogennich amint v zavislosti na druhu
syra, respektive na mikroorganizmu v ném obsazeném. Biogenni aminy se v syrech vytvari
Vv zévislosti na mnoha faktorech. Prvni podminkou je pfitomnost volnych aminokyselin,
ktera urcuje stupen proteolyzy, a tedy pfitomnost mikroorganismd. Pro rist téchto mikro-
organizmu je dulezité zabezpecit jim vhodné prostiedi (pH, teplota, dostatek substratu...)
Mezi dalsi faktory patii druh a stafi syra, také teplota zrani a skladovani a doba skladovani.
Dulezitym faktorem je hygiena suroviny a hygiena pii zpracovani syra, vybér startovacich
kultur, distribuce biogennich aminll v syru (napf. u syra s bilou plisni na povrchu se vice
biogennich aminti nachazi na povrchu syra nez ve vnitini ¢asti), tvar syra (v kulatych sy-
rech je vyssi obsah biogennich aminli v porovnéni s pravothlymi syry), obal (pfi zrani pod

folii je vyssi obsah biogennich amintl nez pti zrani pouze pod kiirou) [30,54].

K urychleni zrani syrti se pouzivaji mikroorganizmy s proteolytickou aktivitou nebo
ptidavek proteolytickych enzymu, nékdy v kombinaci s peptidazami, které zajisti vznik
hotkych peptidi. Rozklad bilkovin proteolyzou dochézi ke zvySeni koncentrace peptidi a
aminokyselin, které slouzi jako prekurzory vzniku biogennich aminil za ptfitomnosti dekar-
boxylaza pozitivnich mikroorganizmi. Joosten and Northolt [ 55 ] tvrdi, Ze vySe zminény
postup je nejcastéji uplatiovan pii vyrobe syra. Tito dva autofi prokazali vyznamny nartist

histaminu v hmot¢ syra za pouziti smési tepeln¢ osetfeného starterového mikroorganizmu
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v kombinaci s histidin—dekarboxylaza pozitivni bakterii Lactobacillus buchneri. Rozsire-
nym vyzkumem proteolyzy pfi zrani syrii se prokazalo, ze BMK se podili na vzniku tyra-

minu, putrescinu a histaminu [38,56,57].

Béhem zrani syrt dochazi za pomoci proteolytickych enzymu k degradaci kaseinu,
coz ma za nasledek vznik volnych aminokyselin. Ty pak podléhaji ptisobeni bakteridlnich
dekarboxylaz za vzniku oxidu uhli¢itého a aminu. Z toho vyplyva, ze se zvysujici dobou

zrani roste obsah biogennich amint v syrech [58-60].

U fermentovanych masnych vyrobki zdvisi obsah biogennich aminti pfedev§im na
mikrobidlni cistoté zpracovavané suroviny. U nékterych kmenti mikroorganismi béZné
pouzivanych v masném prumyslu byla prokazana jejich schopnost odbouravat ¢ast vytvo-
feného tyraminu. Pfi fermentaci masnych vyrobka se béhem prvnich 3 dnli zrani obsah
amint zvysSuje az 10 krat oproti ptivodni koncentraci. Mnozstvi amind zavisi na délce zrani

a dekarboxylazové aktivité ptitomné kvasici mikroflory [30,33,61,62].

Dalsim druhem obavanych potravin z hlediska obsahu biogennich amint je fermen-
tovand zelenina. Piikladem je kysané zeli, u kterého dochéazi k vyznamné tvorb¢ tyraminu
v zavislosti na dob¢ skladovani. V pocatecni fazi fermentace zeli se ve zna¢né koncentraci
vytvaii hlavné putrescin, zatimco koncentrace argininu Klesa. Kone¢na faze je naopak ty-
picka tvorbou histaminu a tyraminu. Snizeni tyraminu v zeli se docili vhodnym pfidavkem

bakterii mlé¢ného kvaSeni pti nakladani zeli a pfimétené se zkrati doba kvaSeni [30,63].

Pivo a vino sice obsahuji BA, avSak v podstatné nizs$i koncentraci nez je tomu u
predchozich potravin. Konzumace téchto alkoholickych napoji vSak mnohdy probihd v
kratkém cCasovém intervalu a v takovém mnoZstvi, Ze riziko otravy umeérné stoupa. Litr
piva obsahuje pfiblizn€ 1 mg histaminu a az 10 mg tyraminu. PoZiti piva obsahujici hista-
min je spojeno s bolesti hlavy a navaly horka. Hodnota histaminu je vysoka zejména u
Svédskych, danskych a francouzskych piv. Vzhledem k tomu, Ze pivovarské kvasnice ne-
maji dekarboxyldzovou aktivitu, je tvorba aminll ovlivnéna mikrobidlni ¢istotou vstupnich
surovin a Urovni hygieny pfi vafeni piva. U vina aminy vznikaji pfi prokvasovani kyseliny

jable¢né na kyselinu mlécnou piisobenim mlécnych bakterii [30,33,63,64].
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2.3.2 Nefermentované potraviny

wev

gislativné oSetfeny je pouze jediny biogenni amin histamin, ktery se vyskytuje nejcastéji
pravé v rybach. Maximalni limit pro koncentraci histaminu je stanovena na 100 mg/kg sva-
loviny. Celed” makreloviti a sled’oviti obsahuji ve svaloving velké mnozstvi volného,
v bilkovinach nevazaného histidinu. Nejsou — li ryby po uloveni urychlené zchlazeny a
vhodné¢ skladovany, pomnozend mikroflora svymi dekarboxylazami pfeméni volny histidin
na histamin. Histaminu se vytvofi stovky i tisice mg/kg svaloviny a takto vysoky piijem
vyvola histamindzu nebo téz skombrotoxikdzu. Studium vzniku biogennich aminii proka-
zalo uzkou spojitost s hodnotou skladovacich teplot u ryb. Yoshida a Nakamura [65] zjisti-
li, ze v Cerstvych rybach se histamin nevyskytuje. AvSak pokusem, kdy ponechali ¢erstvou
makrelu pii pokojové teploté po dobu 24 hodin, doslo k nartstu hodnoty z 0 na 28,4 mg/kg
histaminu, po 48 hodinach dosahovala hodnota az 1540 mg/kg svaloviny. Souvislost vzni-
ku biogennich aminti s nizkymi skladovacimi teplotami prokézal i Murray et al. [66], ktery
zjistil, Ze u makrely skladované pii mrazirenskych teplotdich dochazi ke vzniku amind,
avSak hodnota ve svalovin¢ neptfesdhne 50 mg/kg, pfestoze se stane nepozivatelnou. U
sladkovodnich ryb je riziko malé, nebot’ se obsah histaminu zvySuje az v dob¢, kdy je maso

senzoricky zménéno do takové miry, Ze se povaZuje za nepozivatelné [30].

V potravinach rostlinného pivodu je vice spermidinu neZ sperminu, kdeZto u potra-
vin ptivodu Zivo¢isného je vice sperminu a mén¢ spermidinu. Obecné se hodnoty histami-
nu, putrescinu a kadaverinu zvySuji pfi kaZeni masa a svaloviny ryb, pfi¢emZ hodnoty
sperminu a spermidinu se snizuji. Urovei putrescinu, kadaverinu a histaminu u vepfového
masa vyznamné koreluje s obsahem dusikatych latek. Byl prokdzan fakt, ze vakuové balené
hovézi maso uchovavané pii chladirenské teplot¢ 1°C po dobu 20 dni je senzoricky ne-
zménéno a povazovano za pozivatelné, avSak mize predstavovat urcité riziko pro osoby
citlivé na biogenni aminy. Vys$§i obsah putrescinu obsahuji citrusové plody a sdja vcetné
vyrobkl z nich. Fenylethylamin je pfirozenou soucasti kakaovych bobi, potazmo i cokola-

dy [30,35,53].

U nefermentovanych potravin poukazuje zvySena hodnota obsahu biogennich amini
na zhorSenou mikrobiélni jakost. Toto je také diivod, pro¢ BA slouZi jako indikatory cers-

tvosti potravin [49].
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2.4 Biogenni aminy v lidském organizmu

Histamin, tryptamin, fenylethylamin a tyramin jsou biologicky aktivni latky, které
maji vliv na velkou fadu fyziologickych funkci u ¢lovéka. Aminy mohou byt psychoaktivni
nebo vazoaktivni. Psychoaktivni ovliviluji nervovy systém a pisobi na neurotransmitery,
zatimco vazoaktivni pisobi v cévni soustavé. Farmakologické ucinky biogennich amint
na organizmus jsou piimo spojeny s konzumaci kontaminovanych potravin. Nezadouci
ucinky biogennich amind v potravinach se projevi jen v ptipadé¢, dostanou — li se do krev-
niho ob¢hu. Aminooxidazy vyskytujici se v sttevnim traktu hraji stézejni roli pii odboura-
vani BA z lidského t€la. Detoxikacéni kapacita je znaéné individualni, v détstvi je velmi
omezena a s rostoucim vékem se snizuje. Zvlastni pozornost by méla byt vénovana pfi
konzumaci kontaminovanych potravin u déti a osob citlivych na tyto latky. Nejucinnéj$im
detoxika¢nim enzymem je monoaminooxidaza, jejiz aktivita je snizovana alkoholem a psy-

chofarmaky [30,67,68,].

Biogenni aminy neptedstavuji v malych koncentracich zadné riziko pro spotiebitele.
K vypuknuti alimentarni infekce je nutno pozfit takové mnozZstvi potraviny, ve kterém je
obsazend infek¢éni davka. Mezi nejcastéjsi pfi¢iny otrav z potravy patii histamin spojeny
s konzumaci ryb a tyramin vyskytujici se hlavné v syrech, vlivem dekarboxyldza pozitiv-
nich mikroorganizmti. Pfesné stanovenou hranici toxicity lze stanovit jen zcela obtizné,
vzhledem k faktu, ze u jednotlivych osob je c¢inek vyvolany riznou koncentraci latky
Vv organizmu. Obecné symptomy zpiisobené pozitim kontaminantli jsou nevolnost, bolesti
do mozku nebo selhani srdce[33,67-69]. Farmakologické G¢inky prekurzori pro vznik bio-

gennich amint jsou shrnuty v Tabulce 3.
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Tabulka 3 - Biogenni aminy a jejich farmakologicky viiv na organizmus[33].

AMIN PREKURZOR

UCINEK

HISTAMIN HISTIDIN

TYRAMIN TYROSIN

PUTRESCIN A

KADAVERIN ORNITHIN ALYSIN

B-

FENYLETHYLAMIN FENYLALANIN

TRYPTAMIN TRYPTOFAN

Uvolnuje adrenalin a noradrenalin

Vzruchy hladkého svalstva — délohy,
sttev a dychaci soustavy

Stimuluje smyslové a pohybové neurony
Ridi sekreci zalude¢nich §tav

Periferni vasokonstrikce

Zvysuje srdecni ¢innost

Zpisobuje slzeni a slinéni

Zvysuje aspiraci

Zvysuje hladinu krevniho cukru
Uvolnuje noradrenalin z parasympatiku
Zpisobuje migrénu

Hypotenze

Brachykardie

Kftece zvykaciho svalstva

Paralyzuje koncetiny

Umocnuje toxicitu ostatnich amini
Uvolnuje noradrenalin z parasympatiku
Zvysuje krevni tlak

Zpuasobuje migrénu

Zvysuje krevni tlak

2.4.1 Utinky histaminu

Histamin je biologicky velmi aktivni latkou a v organizmu se podili na fad¢ chemic-

kych reakci. Patii do skupiny heterocyklickych monoaminti s psychoaktivnimi G¢inky. His-

tamin zpusobuje koZzni onemocnéni a nervové poruchy, navaly horka, hypotenzi, dychaci
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potize, bolesti hlavy, paleni v ustech, zarudnuti pokozky ¢i biisni kiece. Projevy jsou snad-

no zaménitelné s alergiemi na potraviny [33,68].

V Natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 je stanoven limit pro mnoZzstvi histaminu v ry-
bach a rybich vyrobcich 100 mg/kg. Toto mnozstvi miize byt piekro¢eno ve dvou z deviti
odebranych vzorkl z jedné Sarze o 100 %, coz znamena, Ze ve dvou vzorcich miiZze byt
koncentrace histaminu az 200 mg/kg. Produkty rybolovu, ve kterych prob¢hlo enzymatické
zrani v laku vyrobeného z ryb s vysokym obsahem histidinu je limit stanoven na 200 — 400
mg/kg [70].

Kala¢ a Kiizek [30] uvadi, Zze davka histaminu v mnozstvi 8 — 40 mg/kg vyvolava
lehké otravy, 40 — 100 mg/kg stiedni otravy a davka nad 100 mg/kg vyvolava silné intoxi-
kace. K otravam dochazi nejcastéji po poziti vysokych koncentraci histaminu obsazenych
V rybach zejména celed’ makreloviti (makrela, tunak) nebo sled’oviti (sled’, ancovicka, sar-

dinka). Vysoké koncentrace byly nalezeny téZ u fermentovanych salami a syrt typu Gouda

[63,68].

2.4.2 Utinky tyraminu

Tyramin patii do skupiny aromatickych monoamint a spolu s histaminem je jednim z
vuje vazoaktivné. Vyznam tyraminu spociva nejen v jeho toxicité jako takové, ale navic
dokaze reagovat s inhibitory monoaminooxidaz, a v kone¢ném dusledku tak zptsobuje
prudké zvyseni krevniho tlaku. Mezi dal$i projevy otravy tyraminem patii silné bolesti hla-

vy, krvaceni do mozku ¢i selhdni srdce [30,71].

Stars§i vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi €. 298/1997 Sb. udavala povolené mnoz-
stvi tyraminu ve viné na hodnotu 50 mg/kg a v syrech tvrdych, meékkych a zrajicich

v mnozstvi 200 mg/kg. Tato vyhlaSka dnes jiz neplati [72].

Kala¢ a Kiizek [30] uvadi, Ze pfijem tyraminu v potravinach v mnoZzstvi 10 — 80

mg/kg vyvolava silné otoky a davka nad 100 mg/kg zplisobuje migrény.
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3 ZAKYSOVE KULTURY SYRU HOLANDSKEHO TYPU

Bakterie mlé¢ného kvaSeni se hojné pouzivaji pro technologické ucely pii vyrobé po-
travin jako starterové neboli zakysové kultury. Tyto nesporulujici, katalaza negativni, mik-
roaerofilni az fakultativné anaerobni grampozitivni mikroorganizmy fermentuji sacharidy
na kyselinu mlécnou. Dle hlavnich a vedlejSich fermentac¢nich produkta se déli na obligat-
né¢ homofermentativni, fakultativné heterofermentativni a obligatné homofermentativni.
Obligatn¢ homofermentativni fermentuji hexézy na jediny produkt a to kyselinu mlé¢nou.
Pii vyrobé syri se do této skupiny fadi primarni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Sekundarni kultury Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis, Lactobacillus paracasei nebo Lb. delbrueckii subsp. lactis patii do
skupiny fakultativné heterofermentativnich BMK, které zkvaSuji hex6zy na hlavni produkt
kyselinu mléénou. Za urcitych podminek vSak u téchto kment nastane heterofermentativni
metabolizmus, kdy vznikaji kromé kyseliny mlééné také vedlejsi produkty jako CO», etanol
nebo kyselina octova. Tyto produkty metabolizmu bakterii zptsobuji typické senzorické
vlastnosti pro dané syry. BMK rostou v rozmezi teplot 5 — 50°C, optimum se nachdzi
Vv oblasti okolo 30°C. Vyskytuji se v pritomnosti sacharidovych zdroju tedy nejen v mléce a
fermentovanych mlécnych vyrobcich, ale také v ovoci, zelening, kde se ucastni na rozkla-
du. Nevyhodou BMK je jejich mozna produkce biogennich amint. Pfed pouzitim je proto
vhodné otestovat dané kmeny na dekarboxylazovou aktivitu. Mikroorganismy prokazujici
dekarboxylazovou aktivitu se do potravin mohou dostat spontanné nebo jsou obsazené ve
startovacich kultur pfidavanych do potravin zdmérné (startery) [73-77]. B€hem zrani syr
dochazi ke vzniku typického aroma a konzistence konecného vyrobku ptisobenim ¢innosti
mikroorganizmii zamérn¢ pfidanych béhem vyrobniho procesu. Enzymy produkované té-
mito startery rozkladaji sacharidy, bilkoviny ¢i tuky ve vyrobku a tim vytvafi organoleptic-
ké vlastnosti syru. Na tvorbé chuti, vzhledu a textufe syrii se krom bakterii podili také né-
které¢ druhy kvasinek a plisni, které zahajuji fermentaci u vyroby syri a fermentovanych

mlécnych vyrobku [21].

Zéakladnim piedpokladem pro spravny proces fermentace je vytvoieni vhodnych
podminek (teplota, pH, dostupnost Zivin aj.) pro rist specifickych mikroorganizmii nazy-
vanych kultury. Zékladnim principem pifi vyrobé syrii je preména mléka na syfeninu fer-

mentaci mlééného cukru laktézy za soucasného vzniku kyseliny mléc¢né Casto za pouZziti
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Lactococcus lactis. Vytvorena syfenina pak nabyva finalnich organoleptickych vlastnosti v

prubéhu zrani za pouziti zdkysovych kultur mikroorganizmii [78].

Intracelularni muramidaza je autolyticky enzym, ktery zpusobuje rozpad bakterial-
nich bunék. Po rozpadu se uvoliiuji enzymy, zejména peptidazy, které spolu s chymozinem
hydrolyzuji kaseiny az na aminokyseliny, jakozto prekurzory pro vznik senzoricky aktiv-
nich latek. Bylo zjisténo, ze druh Lactococcus lactis subsp. cremoris podléha rozpadu rych-
leji (napiiklad oproti Lactococcus lactis subsp. lactis), to je davodem vzniku vétsiho
mnozstvi senzoricky aktivnich latek. Syry, ve kterych byla pouzita rychle lyzujici zakysova

kultura pak zraji rychleji [7].

V provoznich zékysech se podet zdkysovych bakterii pohybuje v rozmezi 10° — 10°
KTJ/ml a pocet zédkysovych bakterii u vétSiny syrd je prvni den ode dne vyroby pfiblizné
10° KTJ/g. Pii vyrobé jsou z po&atku pievladajici mikroflorou zkysové bakterie, aviak
vlivem snizujiciho pH a rostouci koncentraci NaCl v syrech je jejich pocet na konci vyroby

velmi nizky [7,19].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem teoretické ¢asti této diplomové prace bylo:
e charakterizovat syry holandského typu a jejich vyrobu
e popsat vyvoj biogennich amind béhem zrani
e strucné charakterizovat zakysové mikroorganizmy pii vyrob¢ syra holandského ty-
pu.
Cilem praktické casti této diplomové prace bylo:

e zalozit experimenty na vyrobenych vzorcich pfirodnich syrt s ptidavkem dekarbo-
xyldza pozitivniho kmene bakterii mlééného kvaSeni a také s kontrolnim vzorkem

bez pridavku tohoto kmene

e pozorovat zmeény béhem zraciho procesu v obsahu biogennich amint a jejich vliv

na vybrané parametry ptirodnich syrt

e vyhodnotit vysledky a formulovat zavéry.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Charakteristika vzorku

Ucelem pokusu bylo v laboratornich podminkach vyrobit syry holandského typu za
pouziti komeréni smetanové kultury obsahujici kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis a
zkoumat jejich vliv na pfitomnost a mnozstvi biogennich aminti v porovnani se syry vyro-
benymi s pfidavkem dekarboxylaza — pozitivniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris v poméru 1:1 s komer¢ni smetanovou kulturou, kterd svym slozenim neni vyznamnym

producentem biogennich aminti.

Celkem bylo vyrobeno 24 blokt syra holandského typu s obsahem susiny 50 = 2 %
[w/w]. Hmotnost jednoho bloku byla 90 + 3 g. Pfi vyrobé byla pouzita komeréni smetano-
va kultura spole¢nosti Milcom, a.s. Syry byly vyrobeny ve dvou sériich, kdy jedna série
oznacuje vyrobu A a druha vyrobu B. Vyroba A slouzila jako tzv. kontrola a zahrnovala
pouziti 2 x 50 ml provozniho zakysu ze smetanové kultury zakoupené od spole¢nosti Mil-
com, a.s. Syry pro vyrobu B byly taktéZ vyrobeny z provozniho zékysu komeréni smetano-
vé kultury, avSak v mnozstvi 1 x 50 ml a s cilem zjistit pfipadny vliv na pfitomnost a
mnozstvi biogennich aminll v syrech byl pfidan jesté jeden provozni zakys s pridavkem
dekarboxylaza pozitivniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris v mnozstvi 1 x 50
ml. Analyza provoznich zakysii pro detekci biogennich amind a po¢ty mikroorganizmi
byla provadéna pted prokysanim, tzn. ihned po jejich ptipravé (oznaceni u vyroby A — Az1,
oznaceni u vyroby B, tedy analyza bujonu Lactococcus lactis subsp. cremoris - BzB1), dale
po prokysani tésné pied vyrobou syri (u vyroby A — vzorek Az2, u vyroby B ze zakysu
ptipraveného pouze ze smetanové kultury — vzorek BzA2 a u zékysu s ptidavkem bujonu -
vzorek BzB2). Vyroba syri probihala za laboratornich podminek. Béhem celého pokusu
byly syry skladovany pfi teploté do 10°C.

Analyza syru byla provadéna 1. den (pied solenim) a 1., 2. a 3. mésic ode dne vyro-
by. Jednotlivé vzorky pak byly podrobeny zdkladni chemické a texturni profilové analyze,

detekci biogennich amint, mikrobiologické a senzorické analyze.
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5.2 Vyroba syri

Prvnim krokem byla pfiprava provoznich zakyst, kterd probihala den pted vyrobou.
Pro kazdou vyrobni sérii syrt bylo 2 x 50 ml mléka po dobu 30 minut ponechano ve vafici
lazni. Po vychladnuti nasledovalo zao¢kovani 2 x 50 ml mléka 0,15 g smetanové kultury
Vv ptipad¢ vyroby A. U vyroby B bylo 50 ml mléka zaockovano 0,15 g smetanové kultury a
50 ml mléka se zaockovalo bujonem v mnozstvi 5 ml. Provozni zakysy pak byly z divodu
prokysani ponechany po dobu 16 — 20 hodin v inkubatoru pii teploté 25 + 2 °C.

Celkovy objem pouzitého mléka pro vyrobu syrt byl 20 1. V poméru 1 : 1 se smicha-
lo Selské mléko o tu¢nosti 3,5 % a mléko polotucéné s obsahem tuku 1,5 % (v obou pfipa-
dech mléko spole¢nosti Olma, a.s., Olomouc, CR). Poté se mléko vytemperovalo na teplotu
32 °C, po dosazeni teploty bylo inokulovano pfedem piipravenym provoznim zakysem a
ptidavkem 10 ml 36% (w/v) roztoku CaCl, (Milcom a.s., CR). Inokulace trvala 30 minut
za obc¢asného promichavani. Nasledoval piidavek syfidla Fromase 750TL (DSM Food
Specialties, Francie), ktery byl pro lepsi rozptyleni v celém objemu mléka aplikovan
v mnozstvi 1,5 ml v desetinasobku vody. Takto pfipravené mléko se diikladné zamichalo a
po zastaveni hladiny z divodu zamezeni mozného vytvoreni syraiského prachu, zacalo 40 -
ti minutové syfeni. Po uplynuti této doby byla vznikla syfenina pokrijena pomoci syraf-
skych harf, znova ponechana v klidu tentokrat 10 minut a nasledné michana ru¢né 20 mi-
nut. Cast (asi 1/4) syrovatky byla odebrana a nahrazena praci vodou o teploté 80 =+ 2°C tak,
aby vysledna teplota smési byla 41°C. Vzniklé syraiské zrno pak bylo strojné michéno po
dobu 60 minut. Po ukonceni procesu dohfivani se syraiska zrna nalila do pfedlisovacich
forem vylozenych plachetkou. V téchto formach dochazelo k lisovani zrn vlastni vahou za
soucasného odkapu syrovatky po dobu 30 minut. Aby lisovani probihalo rovnomérné, zrna
se 3 x kazdych 10 minut obracela. Pfedlisovana syfenina se poté nakrajela na 12 stejnych
dild, které se vlozily do malych syrafskych forem taktéz vyloZenych plachetkou a piisobe-
nim tlaku 8,5 — 25,5 kPa byly lisovany 90 minut. Tlak se linearn¢ zvySoval po kazdé pul
hoding lisovani. Takto vylisovana syfenina byla vyjmuta z forem a vloZena do inkubatoru a
pii teploté 21 + 2 °C ponechdna k prokysani do druhého dne. Nasledujici den byly syry
ponofeny do piedem piipravené solné lazné o koncentraci NaCl 20 % (w/v). Soleni trvalo
30 minut za souc¢asného obraceni jednotlivych dilti pro rovnomérné rozptyleni NaCl. Takto
pfipravené syry byly zabaleny do cryovakového obalu a ulozeny do zracich komor pfi tep-

loté¢ 10 + 2°C. Naprosto shodnym zptisobem byla provedena vyroba B, av§ak 1 x 50 ml
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smetanového zakysu bylo nahrazeno zdkysem s piidavkem dekarboxylaza pozitivniho
kmene. Veskeré nastroje, které pfisly do styku se syry, byly namoceny v dezinfekci (Aktivit
D, BANCHEM, Slovenska republika) a dikladn€ oplachnuty studenou vodou.

5.3 Zakladni chemicka analyza

Chemicka analyza zahrnovala stanoveni pH, obsahu NaCl a suSiny ve vyrobenych
vzorcich. Tyto parametry byly stanovovany celkem tfikrat u kazdého bloku syra. Hodnota
pH byla métena pomoci vpichového pH metru (Spear — Eutech, Nizozemsko) s pfesnosti +
0,01. Obsah soli byl stanoven argentometrickou titraci za pouziti titraéniho ¢inidla dusic¢-
nanu stfibrného na indikator 5% (w/w) chroman draselny. Titrace probihala az do vzniku
hnédocervené zbarvené srazeniny v bodé ekvivalence. Stanoveni obsahu susiny probihalo

do konstantniho ubytku hmotnosti v susarné vyhiaté na 102 + 2°C.

5.4 Texturni profilova analyza

Pro texturni profilovou analyzu byl pouZit texturni analyzator TA.XT Plus (Stable
Micro Systems, Velka Britanie) s rozsahem méfici cely 30 kg. Sledovanymi parametry byla
tvrdost, relativni lepivost a kohezivnost. Hodnota tvrdosti [N] byla ziskdna jako maximalni
sila naméfena béhem testu. Valcovy vzorek o priméru 40 mm a vySce 20 mm byl vykrojen
ze stfedu analyzovaného vzorku a vloZen mezi desky analyzatoru, které jej stlacily o 20 %
puvodni vysky s konstantni rychlosti 1 mm/s. Pfi méfeni byla pouzita sonda o priméru 50
mm. Vzniklé kiivky byly nasledné vyhodnoceny programem Exponent Lite. Kazdy blok
syra byl analyzovan jednou a pro jednotlivé typy vzorku byly pouzity 3 bloky.

5.5 Extrakce a stanoveni biogennich amint

Pro extrakci biogennich aminti slouzily pfedem piipravené lyofilizaty vytvotrené po-
moci lyofilizatoru ALPHA1 — 4 LSC (Christ, Némecko) za teploty - 40°C a tlaku ~ 12 Pa
béhem dvou dnu [17]. Ve zkumavce se 1 g navazeného lyofilizatu smichal s 10 ml 0,1 M
HCI a smés se 30 minut homogenizovala. Nésledovalo odstfed’ovani na odstfedivce EBA
21 (HettichZENTRIFUGEN, Némecko) po dobu 20 minut rychlosti 6000 ot. /min. Vznikly
supernatant byl pfeveden do 25 ml odmérné banky a sediment 2x reextrahovan vyse zmi-
nénym zplusobem s ptidavkem 7 ml 0,1 M HCI. Odmérna barka se supernatantem byla 0,1

M HCI doplnéna po rysku, prefiltrovana a ptipravena k derivatizaci.
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Pti derivatizaci bylo nutné pievést 1 ml extraktu do derivatizatni nadobky
s pfidavkem 1,5 ml uhli¢itanového pufru o pH 11,0 — 11,1. Derivatizace probihala za pou-
ziti dansylchloridu jako reak¢niho ¢inidla, ktery byl v mnozstvi 2 ml o koncentraci 5 g/l
Vv acetonu pridan k extraktu. Takto pfipravend smés byla tfepana ve tme¢ po dobu 20 hodin.
Po uplynuti pozadované doby bylo ke smési ptidano 200 ul roztoku prolinu a tiepano dalsi
hodinu na tfepacce. Nasledoval piidavek heptanu v mnozstvi 3 ml a smés bylo nutné 3 mi-
nuty ru¢né ttepat. Ze vzniklé heptanové vrstvy byl 1 ml odpipetovan do vialky, kterd byla
odparena do sucha proudem dusiku pfi teploté¢ 60°C a do vysusené vialky bylo pfidano 1,5
ml acetonitrilu pro zfedéni. Poté byla smés piefiltrovana pies stiikackovy filtr s porozitou

0,22 um a pfipravena k chromatografickému stanoveni.

Analyza byla zaméfena na stanoveni 8 biogennich aminti (histamin, tyramin, trypta-
min, kadaverin, fenylethylamin, putrescin, spermin a spermidin) [79]. Separace probihala s
vyuzitim HPLC s UV/VIS detektorem a kolonou o rozmérech 3 x 50 mm pro velikost ¢as-
tic 1,8 um AgilentEclipse Plus CISRRHD (Agilent Technologies, USA). Vlnova délka
byla nastavena na 254 nm a teplota kolony odpovidala 30°C. Standardy biogennich aminli

byly od spolecnosti Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

5.6 Mikrobiologicka analyza

Pfedmétem diplomové prace bylo posouzeni vyrobenych syra z hlediska mikrobiolo-
gického. Analyza vzorkli probihala na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi. Sle-
dovanymi mikroorganizmy byly laktokoky, laktobacily, enterokoky, ¢eled” Enterobacteria-
ceae a celkové pocty mikroorganizmi (CPM). Pro kazdy typ MO byla pouzita riizna kulti-
vacni média:

M17 agar — ur€en k detekci mlé¢nych kokt (laktokoky, leukonostoky, streptokoky) a
jejich bakteriofagi,

MRS agar — diagnostické kultivaéni médium urcené pro stanoveni poctu laktobacild,

SB (Slanetz — Bartley agar) — médium urcené pro stanoveni poctu enterokoki,

VCZL agar — selektivni Zivna ptda k prikazu a stanoveni poétu koliformnich MO

obsahujici krystalovou violet’, Zlu¢ a laktozu,

PCA (Plate count agar) — neselektivni ptida ur¢ena pro stanovovani celkovych pocti

mikroorganizmi (mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni MO).
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Podminky kultivace pro jednotlivé zivné pudy jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 — Podminky kultivace.

Typ pudy Teplota kultivace Doba kultivace
M17 37°C 72 hodin
MRS 37°C 72 hodin

SB 37°C 72 hodin
VCZL 37°C 24 hodin
PCA 30°C 72 hodin

Ptiprava jednotlivych kultivaénich ptid spocivala v navdzeni urc¢itého mnozstvi suro-
viny dle navodu na obalu piepoctené na 400 ml destilované vody. Kultiva¢ni média byla
vloZena do autokldvu 135S Compact (VARIOKLAV®, Némecko) a sterilovdna pii teploté

121,1°C po dobu 20 minut. Poté se média rozlila do Petriho misek a nechala ztuhnout.

Ze syru byl ze tii riznych mist odebran vzorek v mnozstvi 10 g a s 90 ml fyziologic-
kého roztoku byl homogenizovan v homogenizatoru Masticator Silver (Biotech, Ceska
republika) po dobu asi 3 minut. Ze vzniklé suspenze bylo odebrano 0,5 ml a zfedéno s 4,5
ml sterilniho fyziologického roztoku, &mz se docililo fedéni 102, Poté se odebralo opét 0,5
ml suspenze a pfidalo k 4,5 ml fyziologického roztoku (fedéni 10°%). Timto postupem se
pokracovalo az k dosaZzeni fedéni 10, Z takto piipravenych zkumavek se pak 0,5 ml sus-

penze ockovalo na pfislus$na kultivaéni média.

5.7 Senzoricka analyza

K senzorické analyze slouZzil vzorek syra po 3. mésicich zrani obou vyrob. Hodnoce-
ni se ucastnilo celkem 11 posuzovateli vybranych ze studentii a zaméstnanct, ktefi absol-
vovali seminaf senzorické analyzy a byli tak sezndmeni s podminkami a zpiisoby hodnoce-
ni potravin. Bochnik syra byl nakrajen na 11 pfiblizné€ stejné velkych kouski a pfedloZzen

panelu hodnotitelti spolu s bilym pecivem jako neutralizatorem.
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Senzorické hodnoceni bylo provedeno s vyuzitim stupnicové metody a parového pre-
feren¢niho testu. U stupnicové metody byla vyuzita sedmibodova ordinalni stupnice s cha-
rakteristikou kazdého stupné. Hodnoticimi parametry byly vzhled a barva, konzistence,
chut’ a vling, tuhost a cizi pachuti. U parového preferencniho testu bylo tikolem posuzova-
tela urcit, ktery ze dvou vzorkl uptednostiiuji. Dotaznik pouzity k senzorickému hodnoce-

ni je uveden v pfiloze 1.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Zakladni chemicka analyza

Hodnota pH u 1. 1 2. série méla klesajici charakter po celou dobu zrani zejména u vy-
roby B - sptidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene. V prvni sérii vyroby syri byla
nejnizsi hodnota pH 4,98 + 0,02 namétena 1. den pfed solenim u kontrolni (A) vyroby.
Maximalni hodnoty pH v kontrolni vyrobé 5,29 + 0,01 bylo dosazeno ve 2. mésici zrani,
poté hodnoty pH klesaly. U vyroby B byla v prvni den hodnota pH 5,44 + 0,38 a béhem
zrani po dobu 3. mésict klesla az na 4,99 + 0,12. Druhé série vyroby syri méla obdobny
charakter jako prvni, pfi¢emz u kontrolni vyroby se hodnoty pH pohybovaly v rozmezi
4,96 (1. den zrani) - 4,93 (3. mésic). U vyroby B byla nejvyssi hodnota pH 5,56 + 0,38 prv-
ni den pied solenim a postupné klesala az na hodnotu 5,03 + 0,16 ve 3. mésici zrani. Hod-

noty pH obou sérii vyrob jsou znazornény v grafu 1 — 2.

Obsah suSiny béhem celého méfeni kolisal a to jak u prvni tak i druhé série syrt.
V prvni den soleni se obsah suSiny prvni série pohyboval v rozmezi 49,86 (A) — 50,11 (B)
vyrob¢ 49,29 + 0,19 % ve 3. mésici zrani. Nejvyssi obsah suSiny byl naméten u vyroby B
prvni den pted solenim, kdy dosahl 50,11 + 0,55 % (w/w). V druhé sérii syrti obsah susiny
Klesl z hodnoty 51,96 + 1,28 % ziskané prvni den pied solenim (B) az k hodnot¢ 49,03 +
2,25 % (w/w) ve 2. mésici (B). Poté doslo k prudkému nartstu az na obsah susiny 51,21 +
0,78 % (w/w). U vyroby A byl nejvétsi obsah susiny 50,81 £+ 0,69 % (w/w) zaznamenan
v prvni den a naopak nejmensi 49,43 + 6,83 % (w/w) hned v prvnim mésici zrani. Obsah

susiny pro jednotlivé vzorky je graficky zobrazen v grafu 3 — 4.

Koncentrace soli v prvnich dnech zrani byla zanedbatelna a pohybovala se v rozmezi
0d 0,22 - 0,31 %. Po nasoleni syra doslo k masivnimu naristu obsahu soli, pficemz konec¢-
na hodnota koncentrace NaCl byla po 3. mésicich zrani 1,89 + 0,02 % NaCl (vyroba A) a
2,06 £ 0,02 % (vyroba B). Vyvoj obsahu soli v syrech se vyrazné¢ nemeénil a byl pomérné
staly, jak l1ze pozorovat v Grafu 6. V prvni sérii (Graf 5) byly z grafu vylouceny vysledky
méfeni ve 2. mésici zrani z divodu vyskytu odlehlych hodnot, které z logiky a znalosti pro-

cesti nemohly odpovidat skute¢nosti.
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Graf 1 - Vyvoj pH v pritbéhu zrani u vzorkii syrit prvni série; kde: A — kontrolni

vyroba, B — S pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene.
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Graf 2 - Vyvoj pH v priitbéhu zrani u vzorkii syrii druhé série; kde: A — kontrolni

vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 3 - Vyvoj obsahu susiny v pribéhu zrani u vzorkui syrii prvni série; kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.

52,0
51,2
E 50,4
= 496
E\“‘E k)
£ 488 I
E
w480
A B A B A B A B
1.den 1.meésic 2.mésic 3.mésic
Vizorek

Graf 4 - Vyvoj obsahu susiny v pritbéhu zrani u vzorkit syrit druhé série; kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 5 - Koncentrace NaCl v pritbéhu zrani u vzorkii syrit prvni série; kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 6 - Koncentrace NaCl v pritbéhu zrdni u vzorkii syrit druhé série; kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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6.2 Texturni profilova analyza

V prvni sérii byla tvrdost syrit zaznamenana v rozmezi hodnot 36,46 — 78,21 N. Nej-
vetsi tvrdosti (78,21 + 0,50 N) dosahl vzorek syra B po 1. mésici zrani. Ve vyrobé A tvr-
dost postupné¢ klesala, az k hodnoté 36,46 + 0,17 N. U syrti B byla kone¢né hodnota tvrdos-
ti po 3. mésicich zrani 70,69 £+ 0,86 N. Druha série vyroby syra vykazovala v pfipadé kont-
rolnich vzorkiit A pomérné stalé hodnoty pohybujici se od 47,38 + 0,56 v prvnim dni zrani,
46,50 £ 0,51 po 1. mésici zrani, 48,99 + 0,20 po 2. mésicich zrani a 50,59 + 0,14 N na kon-
ci po 3. mésicich. Prvni den zrani u vyroby B odpovidala tvrdost hodnoté 41,48 +£ 0,79 N a
nasledné doslo k extrémnimu poklesu az k hodnot¢ 5,89 + 0,20 a na konci méfeni pak 7,65
+ 0,35 N. Delsi doba syfeni, neadekvatni davka CaCl; ¢i vyss§i mnozstvi MO v zakysu
mohlo zpisobit vyrazné¢ mék¢i konzistenci syrti druhé série u vyroby B. Vyvoj tvrdosti

Vv prubéhu zrani syrd prvni i druhé sérii je viditelné v Grafu 7 — 8.

Relativni lepivost pti méfeni prvni série se s dobou skladovani zvySovala. V prvni
den se pohybovala v rozmezi 0,02 — 0,04. Po tiech mésicich zrani se lepivost dostala na
hodnotu 0,057 = 0,040 u kontrolni vyroby a 0,035 = 0,010 ve vyrobé B. Celkové nizsi hod-
noty relativni lepivosti tedy vykazovala vyroba B. Analyzou druhé série vyrobenych syr,
se u vyroby A prokazaly témét shodné hodnoty relativni lepivosti béhem celého zraciho
procesu ve srovnani se sérii 1. Ve vyrobé¢ s ptidavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene
doslo k prudkému nariistu lepivosti jiz v prvnim mésici zrani z hodnoty 0,008 + 0,001 na
0,24 £+ 0,04. Vrcholu 0,36 + 0,16 dosahla lepivost v 2. mésici. Relativni lepivost souvisi
s mékkou konzistenci syrt vyroby B druhé série, proto i diivody vzniku téchto odchylek od
normalu jsou shodné. Vysledky méfeni relativni lepivosti prvni a druhé série jsou v Grafu 9

a 10.

Graf 11 — 12 zobrazuje kolisavy vyvoj kohezivnosti syrt v pribéhu zrani. Hodnoty
kohezivnosti prvni série byly nejvyssi v prvni den zrani u obou vyrob a pohybovaly se mezi
0,81 a 0,82. Pti srovnani jednotlivych sérii vzorkl vykazuji oba grafy klesajici charakter do
2. mésice zrani, kde je kohezivnost v rozmezi hodnot 0,75 - 0,76 (A) a 0,74 — 0,78 (B).
Béhem posledniho mésice zrani se méfenim prokéazal vzestup na konecné hodnoty prvni
série 0,77 — 0,80. Kohezivnost v druhé sérii dosdhla maximalnich hodnot v rozmezi 0,76
(A) — 0,78 (B) Kohezivnost vykazovala kolisavy charakter u obou vyrob, piidavek dekar-

boxylaza pozitivniho kmene tedy zdsadné neovlivituje tento zkoumany texturni parametr.
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Graf 7 - Vyvoj tvrdosti v pribéhu zrdani u vzorkii syrii prvni série; kde: A — kont-

rolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 8 - Vyvoj tvrdosti v prithéhu zrani u vzorkii syrit druhé série; kde: A — kont-

rolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 9 - V'yvoj relativni lepivosti v prithéhu zrani u vzorkii syrit prvni série; kde: A

— kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 10 - Vyvoj relativni lepivosti v pritbéhu zrdani u vzorki syrii druhé série; kde:

A — kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene.
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Graf 11 - Vyvoj kohezivnosti v pritbéhu zrani u vzorki syrii prvni série; kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 12 - Vyvoj kohezivnosti v pritbéhu zrani u vzorku syrii druhé série; kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene.
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6.3 Extrakce a stanoveni biogennich amini

Celkova koncentrace biogennich aminti v jednotlivych zékysech byla zna¢né odlisna
v disledku pouziti dekarboxylaza pozitivniho kmene v ptipad¢ vyroby B. Pii vyrobé syra
prvni série (viz. Tabulka 5) bylo ve smetanovém zakyse pfed prokysanim (Azl) zjisténo
mnozstvi biogennich amint 7,9 = 0,1 mg/l. Po prokysani (Az2) tato hodnota vzrostla na
31,8 + 0,4 mg/l. Pocatecni koncentrace BA v bujonovém zakysu pro vyrobu B (BzB1) byla
5,6 = 0,2 mg/l, prokysanim (BzB2) doslo k nartstu na 684,1 + 20,4 mg/l. Pfed prokysanim
bylo ve smetanovém zakyse pro vyrobu B (BzA1) zaznamenano mnozstvi biogennich ami-
nt 6,1 + 0,2 mg/l. Koncentrace prokysanim vzrostla na 19,2 + 0,8 mg/l smetanového zaky-
su pro vyrobu B. Smetanovy zakys (Azl) pro druhou sérii syra (viz. Tabulka 6) obsahoval
pted prokysanim 8,9 + 1,0 mg/l biogennich amint. K naristu doslo po prokysani (Az2) na
hodnotu 25,1 + 0,5 mg/l. V bujonu pro vyrobu B (BzB1) bylo zaznamenano 4,3 + 0,3 mg/1
BA, poté (BzB2) koncentrace vzrostla na 721,5 £ 31,2 mg/l zakysu. Detekci BA byl
podroben i smetanovy zakys pro vyrobu B (BzAl), ktery pfed prokysdnim vykazoval
mnozstvi biogennich aminii 6,8 £ 0,2 mg/l. Prokysanim (BzA2) se hodnota BA zvysila na

16,7 = 0,6 mg/1 zakysu.

U syrh obou sérii bylo prokazatelné vyss§i mnozstvi biogennich aminli zaznamenéno
u vyroby B, tedy s ptidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene. Koncentrace se zvySovala
linedrné s dobou zrani. U vyroby A (série 1. 1 2.) bylo v 1. den zrani naméfeno mnoZstvi
biogennich aminti v rozmezi 31,4 — 33,7 mg/kg a maximalni hodnota ziskana na konci zra-
ni pak odpovidala primémé 130,8 + 2,2 mg/kg. V prvni sérii vzorkd vyroby B byla poca-
te¢ni koncentrace BA v syrech 41,1 + 0,6 mg/kg. Po mésici zrani obsah stoupl na 270,6 +
4,5 mg/kg BA v Cerstvé hmoté syra, ve dvou mésicich presahla hodnota 400 mg/kg a na
konci zrani se zastavila na 727,3 £ 11,2 mg/kg. Druha série téméf kopirovala vyvoj bio-
gennich aminQ v sérii 1. Pocateni koncentrace odpovidala 48,5 + 0,6 mg/kg, v prvnim
meésici presko€ila hodnotu 260 mg/kg a ve tretim mésici byl kone¢ny obsah biogennich
aminl 696,1 = 12,7 mg/kg. Vyse uvedené koncentrace biogennich aminil v syrech ptredsta-

vuje Graf 13 — 14,

V pribéhu zrani syrit byl pozorovan vyvoj a mnozstvi biogennich amint. Z osmi sle-
dovanych amint byly prokazany pouze 4 z nich. Koncentrace histaminu, fenylethylaminu,
kadaverinu a tryptaminu byla béhem celého zraciho procesti nulova a jejich ptitomnost

nebyla zaznamendna ani v zakysech pro vyrobu syri. Nejméné produkovanym biogennim
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aminem byl spermidin, pficemz jeho koncentrace neptfesahla hodnotu 2 mg/kg po celou
dobu zrani. DalS$im nejméné vznikajicim aminem byl putrescin, ktery dosahl své nejvyssi
koncentrace 17,8 + 1,1 mg/kg ve tfetim meésici zrani. Na celkovém obsahu biogennich
aminQ v syrech se v mnozstvi praimérné 22,4 + 1,1 mg/kg (A) a 26,4 = 1,5 mg/kg (B) podi-
lel spermin. Nejvy$sich koncentraci BA v syrech dosahoval tyramin (Graf 15 — 16). Ve
vyrobé A byla jeho poc¢atecni koncentrace v rozmezi 6,4 — 8,2 mg/kg. Na konci zrani byla
hodnota tyraminu v kontrolnich vzorcich syri v rozmezi 75,5 — 87,2 mg/kg. Ve vyrobé B
byl obsah tyraminu nékolikanasobné vyssi. Z hodnoty 20,7 + 1,2 mg/kg (v 1. sérii) vzrostl
obsah tyraminu ve 3. mésici zrani na 676,9 + 41,4 mg/kg, pficemz celkova koncentrace
biogennich aminti byla 727,3 + 11,2 mg/kg Cerstvé hmoty syrd. V druhé sérii vzorkl byla
V prvnim dni méfenim zjiSténa hodnota tyraminu 26,6 + 1,1 mg/kg z celkového mnozstvi
BA 48,5 £ 0,6 mg/kg. V duasledku 3. mésicniho zrani se na celkové produkci vzniklych
biogennich aminl v koncentraci 696,1 + 12,7 mg/kg podilel v mnozstvi 644,0 £ 48, 0
mg/kg praveé tyramin.

Tabulka 5 — Koncentrace biogennich aminii v zdkysech prvni série.

Zakysy pied pro- Koncentrace BA Zakysy po pro- Koncentrace BA

kysanim [mg/l] kysani [mg/1]
Azl 7,9 +0,1 Az2 31,804
BzB1 5,6+0,2 BzB2 684,1 £20,4
BzAl 6,1 £0,2 BzA2 19,2 £0,8

Kde: Az — smetanovy zakys; BzB — bujonovy zakys pro vyrobu B; BzA - smetanovy
zéakys pro vyrobu B; 1- odbér pied prokysanim; 2 — odbér po prokysani.
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Graf 13 - Celkové koncentrace biogennich aminii u vzorkii syrii prvni série; kde: A

— kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.

Tabulka 6 - Koncentrace biogennich aminii v zdakysech druhé série.

Zakysy pred pro- Koncentrace BA Zakysy po pro- Koncentrace BA

kysanim [mg/l] kysani [mg/l]
Azl 89+1,0 Az2 25,1+£0,5
BzB1 43+0,3 BzB2 721,5+31,2
BzAl 6,8+£0,2 BzA2 16,7+ 0,6

Kde: Az — smetanovy zakys; BzB — bujonovy zakys pro vyrobu B; BzA - smetanovy
zakys pro vyrobu B; 1- odbér pfed prokysanim; 2 — odbér po prokysani.
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Graf 14 - Celkové koncentrace biogennich aminii u vzorkii syrii druhé série; kde:

A — kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene.
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Graf 15 - Celkové koncentrace tyraminu u vzorki syrii prvni série; kde: A — kont-

rolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 16 - Celkové koncentrace tyraminu u vzorkii syrit druhé série; kde: A —kont-

rolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene

6.4 Mikrobiologicka analyza

Mikrobiologicka analyza slouzila k posouzeni zmén v zastoupeni jednotlivych sku-
pin mikroorganizmii v prub¢hu zrani syrt vyrobenych z komeréniho smetanového zakysu

ve srovndni se syry s ptidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.

6.4.1 Vysledky stanoveni po¢tu mléénych koku

Mikrobiologickou analyzou zakyst pro vyrobu syru 1. série bylo pted prokysanim ve
smetanovém zakysu pro kontrolni vyrobu detekovana piitomnost mlécnych koki
Vv mnozstvi (2,0 = 0,1). 10° KTJ/ml. Po prokyséani doslo k pomnoZeni mléénych kokd na
hodnotu (1,5 £0,1). 10 KTJ/ml zékysu. V bujonu a smetanovém zakysu pro vyrobu B pred
prokysanim nebyla pfitomnost mlé¢nych kokt zjiSténa. Po prokysani byla hodnota v bujo-
nu (2,2 £0,1). 10® KTJ/ml a ve smetanovém zékysu pak (2,0 £ 0,1). 10°KTJ/ml. Grafické
znazornéni zmén v poctu mléénych kokl v jednotlivych sériich je v Grafu 17 a 19. Ptitom-
nost mlé¢nych kokt ve vzorcich syra 1. série byla u obou vyrob podobna. U vyroby A byla
nejvyssi koncentrace zaznamenana 1. den zrani a to (1,0 = 0,1). 108 KTJ/g vzorku, u vyro-
by s ptidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene pak (1,1 + 0,1). 10 KTJ/g. Nejnizsi kon-
centrace mléénych kokl ve vyrobé A byla detekovana ve 3. mésici zrani v mnozstvi (5,0 +

0,1). 10’ KTJ/g.
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V 2. sérii syri byla koncentrace mlécnych kokt velice podobna. Hodnota v bujonu a
smetanovém zakysu pro vyrobu B byla pfed prokysanim nulova. Po prokysani byla hodnota
vbujonu (2,3 + 0,1). 10 KTI/ml a ve smetanovém zakysu (2,0 + 0,1). 10°KTI/ml.
V syrech druhé série byla koncentrace mléénych kokl vyssi ve vyrobé B. Ve vyrobé A se
pocet kokti pohyboval v prvni den zrani (8,7 + 0,1). 108 KTJ/g a na konci, po 3. mésicich
zréani pak (4,0 = 0,1). 10°> KTJ/g. Zmény v po&tu mléénych koki v obou sériich syrii jsou

éitelné v Grafu 18 a 20.

10

Az ‘ BzB ‘ BZA‘ Az ‘ BzB ‘ BzA

PoletMO v zakysu [log KTJ/g]
o N A O
|

pred prokysanim po prokysani ‘

Vzorek

Graf 17 - Grafickeé znazornéni zmen v poctu mlécnych kokii v jednotlivych typech
vzorkii zdkysii prvni série; kde: Az — smetanovy zdakys; BzB — bujonovy zdakys; BzA

- smetanovy zakys pro vyrobu B.
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Graf 18 - Grafické zndzornéni zmeén v poctu mlécnych kokii v prvni sérii vzorkii,

kde: A — kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivnino kmene.
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Graf 19 - Grafické zndazornéni zmén v poctu mlécnych kokii v jednotlivych typech
vzorkii zakysii druhé série; kde: Az — smetanovy zdkys; BzB — bujonovy zdkys, BzA

- smetanovy zakys pro vyrobu B.
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Graf 20 - Grafické zndzornéni zmén v poctu mlécnych kokii v druhé sérii vzorkii;

kde: A — kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.

6.4.2 Vysledky stanoveni po¢tu bakterii rostoucich na MRS agaru

V prubéhu zrani syrt byl v syrech 1. série zaznamenan pocet bakterii v prvnim dni
(3,0 £ 0,1). 10" KTJ/g ve vyrob& A a (8,0 £ 0,1). 10" KTJ/g ve vyrob& B. V 1. mé&sici zrani
doslo ke sniZzeni pocti bakterii na MRS agaru. V poslednim mésici zrani pak hodnota
V poctu bakterii doséhla (4,0 £ 0,1). 10 KTJ/g (vyroba A), (1,2 = 0,1). 108 KTJ/g (vyroba
B). Druhd série syrti vykazovala vyssi poCty mikroorganizmt rostoucich na MRS agaru
avsak stejn€ jako u predchozi série doSlo v 1. mésici zrani ke sniZeni poctu bakterii. Na
zaCatku méfeni bylo v syrech kontrolni vyroby zjisténo (4,0 + 0,1). 108 KTJ/g a u vyroby
s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene pak (4,1 + 0,1). 10® KTJ/g vzorku. U A
vyroby byl nejvyssi narlist zaznamenan ve 3. mésici zrani, kdy pocet bakterii dosahl hodno-
ty (8,4 £ 0,1). 108 KTJ/g. Ve vyrob& B bylo nejvyssi hodnoty (1,5 + 0,1). 108 KTJ/g dosa-
zeno ve druhém mésici zrani. Pocty mikroorganizmu rostoucich na MRS agaru jsou zna-

zornény v Grafu 21 — 22.
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PocéetMO rostoucich na MRS

Graf 21 - Grafické zndzornéni zmén v poctu bakterii rostoucich na MRS agaru
V prvni sérii vzorkii, kde: A —Kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxyldiza

pozitivniho kmene.
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Graf 22 - Grafické zndazornéni zmen v poctu bakterii rostoucich na MRS agaru
V druhé sérii vzorku,; kde: A — kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxyldza

pozitivniho kmene.
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6.4.3 Vysledky stanoveni poctu enterokokii

Vysledky stanoveni pocti enterokokti byly v obou sériich velice podobné az na rozdil

v hodnotach v prvni den zrani u vyroby A, kdy u prvni série byly pocty enterokok béhem

v

sériich k poklesu poctu enterokokti v 1. meésici zrani. Poté nasledovalo zvySeni poctu
k hodnotam (2,1 £+ 0,1). 10’ KTJ/g (1. série, 2. mésic) a (3,2 = 0,1). 108 KTJ/g (2. série, 2.
mésic). Ve tfetim mésici prvni série dosdhly pocty enterokokti hodnot (10,2 + 0,1). 108
KTJ/g v druhé sérii byly témét shodné s pocty v druhém mésici zrani. Vysledné hodnoty

poctu enterokoku jsou v Grafu 23 — 24,
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Graf 23 - Grafické znazornéni zmen v poctu enterokokui v prvni sérii vzorkii, kde:

A — kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene.
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Graf 24 - Grafické zndzornéni zmén v poctu enterokokit v druhé sérii vzorkii; kde:

A — kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene.

6.4.4 Vysledky stanoveni poc¢tu koliformnich MO

Poéty koliformnich MO (Graf 25 — 26) vsyrech byly po dobu celé analyzy
V porovnani s ostatnimi zkoumanymi mikroorganizmy nizké, coz vypovida o dodrZeni hy-
gienickych predpokladi béhem vyrobniho procest syrti (zejména v prvni sérii). Nejvyssi
pocty koliformnich MO byly prokazany v druhé sérii v prvni den zrani, kdy ve vyrob&é A
dosahovaly (2,3 £ 0,1). 10° KTJ/g. Hodnoty poctu koliformnich MO byly nejnizsi v 1. mé-
sici zrani u obou sérii, poté doSlo pravdépodobné vlivem vhodnych podminek prostiedi
(3,8 £ 0,1). 10* KTJ/g v piipadé vyroby A. U vyroby B pak z hodnoty (1,0 £ 0,1). 10
KTJ/g na hodnotu (9,0 + 0,1). 10° KTJ/g syra.
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Graf 25 - Grafické zndzornéni zmén v poctu koliformnich MO v prvni sérii vzorki;

kde: A — kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 26 - Grafické zndazornéni zmén v poctu koliformnich MO v druhé sérii vzor-

kit; kde: A — kontrolni vyroba, B — S pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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6.4.5 Vysledky stanoveni celkového po¢tu mikroorganizmu

Vysledky poétu aerobnich mezofilnich a fakultativné anaerobnich bakterii byly bé-
hem doby zrani pomérné vyrovnané v ramci jedné série. V 1. sérii syrt byl nejvyssi pocet
mikroorganizmil zaznamenan ve 3. mésici zrani ve vyrobé A i vyrobé B. Pohyboval se
vV rozmezi (2,1 — 2,2). 10® KTJ/g. Druha série vykazovala nejvyssi hodnoty naopak v prvni
den zrani v piipadé vyroby A, poté postupné klesla na hodnotu (5,4 + 0,1). 10° KTJ/g zji3-
ténou ve 3. mésici zrani. Vyroba B m¢la hodnoty vyrovnané a to v rozmezi 10,8. 108 KTJ/g
(prvni den) az 20,0. 10® KTJ/g (po 3. mésici zrani). Celkové poéty mikroorganizmi rostou-

cich na PCA prvni i druhé série viditelné v Grafu 27 — 28.
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Graf 27 - Grafické znazornéni celkového poctu MO v prvni sérii vzorku; kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.
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Graf 28 - Grafické zndzornéni celkového poctu MO v druhé sérii vzorkii, kde: A —

kontrolni vyroba, B — s pridavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.

6.5 Senzoricka analyza

Predmétem zkoumani bylo dale zjistit, zda vyskyt a mnozstvi biogennich amint
vznikajicich v procesu zrani maji ¢i nemaji vliv na senzorické vlastnosti syri. Dojde-li
k ovlivnéni téchto vlastnosti, tak do jaké miry budou vnimany konecnym spotiebitelem.
Senzorické analyze byl podroben vzorek druhé série po titech mésicich zrani. Srovnavala se

kontrolni vyroba A s vyrobou B s pfidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene.

Testovanymi parametry byly vzhled a barva, konzistence, chut’ a viing, tuhost a cizi
pachuti. Vybrani hodnotitelé¢ posuzovali jednotlivé vzorky pomoci ordinalni sedmibodové
stupnice s charakteristikou kazdého stupné. Pro uréeni preference byla zvolena metoda

parové zkousky.

Jednotlivé parametry (vzhled a barva, konzistence, chut’ a viing, tuhost a cizi pachuti)
posuzované pomoci sedmibodové stupnice byly statisticky vyhodnoceny pomoci Kruskall—
Wallisova testu na hladiné vyznamnosti 5 %. Vysledky testovani ukazaly, ze s 95% spoleh-
livosti nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky A a B. Parovy preferen¢ni
test byl vyhodnocen pomoci Friedmanova testu. Z 11 hodnotitelt oznacilo 8 z nich vzorek

A jako preferovangj$i. Vysledky testu prokazaly na hladiné vyznamnosti 5 % statisticky
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vyznamny rozdil mezi vzorky A a B. Lze tedy s 95% spolehlivosti fici, Ze vzorky jsou roz-

dilné.

6.6 Souhrnna diskuze

Prakticka ¢ast této prace spocivala ve sledovani zmén probihajicich béhem tfimésic-
niho zréni syri holandského typu s pfidavkem dekarboxylaza-pozitivniho kmene ve srov-
nani s tzv. kontrolou (syry vyrobené z komeréniho smetanového zakysu). Vyrobené vzorky
byly po celou dobu méfeni uchovavany pii teploté do 10°C a postupné podrobeny jednotli-
vym analyzam. Zakladnim sledovanym parametrem byl vyvoj biogennich amint
v zavislosti na pouzitém mikroorganizmu s dekarboxylazovou aktivitou. Ke zhodnoceni
vlivu pfitomnosti biogennich aminti na jakost pfirodnich syrit byla provedena zakladni

chemicka, texturni, mikrobiologicka a senzoricka analyza.

Ptitomnost starterovych kultur s dekarboxyla¢ni aktivitou hned nemusi byt divodem
tvorby biogennich aminli v toxicky vyznamnych koncentracich. Vznik biogennich amint
v syrech je ovlivnén mnoha faktory jako je naptiklad hodnota pH, koncentrace soli, délka
zrani ¢i piitomnost volnych aminokyselin v substratu [33]. V syrech A analyzovanych den
po vyrob¢ doslo k dostate¢nému prokysani o ¢emz svédci hodnota pH 4,96 - 4,98. Nartst
pH Vv pribéhu zrani je disledkem rozkladu vzniklé kyseliny mlécné na oxid uhlic¢ity a dalsi
produkty, které zvysuji alkalitu prostiedi. U vyroby s ptidavkem dekarboxylaza-pozitivniho
kmene lze z Grafu 1 — 2 vy¢ist hodnotu pH piesahujici 5,0, ktera je optimalni pro rust a
pomnozeni starterové kultury kmene Lactococcus. Lze tvrdit, Ze u B vyroby nebylo dosazeno
pozadovaného snizeni pH vlivem vzniku kyseliny mlé¢né fermentaci laktozy a syry nebyly
dostate¢né prokysany [21]. V pribéhu zrani doslo ve 3. mésici k ustaleni hodnot pH pohybuji-
ci se v rozmezi 4,9 - 5,1, a to se shoduje s vysledky studie Halasze a kol. [69], podle kterych je

pro tvorbu biogennich aminii pfijatelnéjsi slabé kyselé prostiedi.

Béhem zrani syrt dochazi k odumirani dominujici starterové mikroflory a lyze bunék
pak probiha pomérné rychle. Rychlost lyze pak zavisi na jednotlivém kmenu a ovliviiuje chut’
vysledného produktu. Fox et al [7] zjistili, Ze kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris pod-
1¢ha lyzi daleko rychleji nez kmen Lactococcus lactis subsp. lactis. Dale tvrdi, ze divodem
pomalého odumirani bunék je relativné nizka koncentrace soli v prvnich dnech zrani. Hod-
noty NaCl ziskané méfenim zaznamenaly v prvni den vyroby syrii zanedbatelné mnoZzstvi

soli v rozmezi 0,22 - 0,31 % (w/w). S rostouci dobou zrani koncentrace rostla az k hodnot¢
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kolem 2,0 % ziskané ve 3. mésici zrani, kde byla zaznamenana také nejvyssi tvorba tyra-
minu, stejné jako tomu bylo v praci Buiikové a kol. [80] zabyvajici se vlivem tvorby bio-
genniho aminu tyraminu v zavislosti na koncentracich 0 — 2 % (w/w) NaCl. Vyzkumem
bylo zjisténo, ze pravé v mnozstvi 2 % NaCl dochazi k nejvyssi produkci tyraminu

V syrech.

Textura tvoii souhrn vlastnosti typickych pro dany typ syra a vyrazné ovliviiuje pre-
ference spotiebitele. Zmény v texturnich vlastnostech souvisi s fadou faktorii, mezi které
patii mimo jiné koncentrace soli, druh pouzité starterové kultury ¢i délka skladovani [81].
Olson [24] tvrdi, Ze syry s vy§§i hodnotou pH jsou me&k¢i v porovnani se syry s pH v kyselé
oblasti. Toto tvrzeni koresponduje se ziskanymi vysledky méteni tvrdosti u syrti zejména u
vyroby s pfidavkem dekarboxyldza-pozitivniho kmene. Hodnoty pH prvni série byly
V porovnani se sérii 2. patrn€ nizsi, coz se projevilo na vysledné tvrdosti syra této vyroby.
Maximalni hodnota tvrdosti byla v prvni sérii 78,21 N, kdeZto v druhé sérii odpovidala
tvrdost na pocatku zrani 41,48 N a v prub¢hu klesla na 5,89 N. Vzhledem k tomu, ze tvr-
dost by se podle Lawrence [82] mé¢la s rostouci dobou zrani zvySovat diky probihajici pro-
teolyze, lze tuto abnormalitu (prokazana také u relativni lepivosti) vysvétlit moznou tech-
nologickou chybou pii vyrobé syrt s pfidavkem Lactococcus lactis subsp. cremoris. Dal-
Sim sledovanym parametrem byla kohezivnost, kterd svym klesajicim trendem potvrzuje
praci Némcové a kol. [83]. Ta uvadi, ze s rostouci dobou zrani dochazi disledkem proteo-
lyzy ke snizovani kohezivnosti v hmot€ syra. Srovnanim hodnocenych texturnich paramet-
i u jednotlivych vyrob (A, B) nebyly shledany zésadni rozdily (s pfihlédnutim k moZznému

pochybeni ve vyrobé B), proto nelze vliv biogennich aminti na texturu syrt potvrdit.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 6.5 Senzoricka analyza, v testovanych parametrech
nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky. Prestoze podle Foxe et al. [7]
dosahuji syry s pouzitim zakysové kultury s pievahou kmene Lactococcus lactis subsp.
cremoris vyrazn&jsi a intenzivngj$i chuti, oznacili vzorek B jako preferovangjsi pred vzor-
kem vyrobenym z komeréni smetanové kultury pouze 3 posuzovatelé z 11. Senzorickou
analyzou se prokazalo, ze pfitomnost biogennich amini vyznamné neovliviiuje vzhled,
barvu, konzistenci, chut’ ani vini syrt. Podle Komprdy [36] by se vSak konzumenti se sni-
Zenou aktivitou enzymu monoaminooxidazy méli vyvarovat konzumaci syrt holandského

typu s dobou zrani delsi nez 5 mésicti.
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Podminkou vzniku toxického mnoZzstvi biogennich amint v syrech je proteolyza, kte-
ra je pfi zrani syrt povazovéana za jeden z nejdulezitéjSich pochodii ovliviiyjicich kvalitu
syra. Na proteolyze se podili nativni proteazy piitomné v mléce, proteazy starterovych kul-
tur, enzymy syfidla, ale také proteazy kontaminujicich MO [7, 13, 14]. Pocet starterovych
kultur v zakysu po prokyséani by se m&l pohybovat v rozmezi 10" — 10° KTJ/ml [7]. Namé-
fené hodnoty poctu MO v zakysu odpovidaji informaci z citovaného zdroje. Pocty mléc-
nych kokl v obou sériich syrti byly u vyroby B pomémé vyrovnané po celou dobu zrani,
coz nesouhlasi s tvrzenim, kdy podle Foxe et al. [7,19] s rostouci dobou zrani dochazi ke
snizovani starterovych mikroorganizmt. Mirn¢ klesajici (z ptivodnich 108 KTJ/g na 10°
KTJ/g) trend byl zaznamenan u vyroby A z diivodu snizeni hodnoty pH a zvySeni koncent-
race soli. Pfitomnost a mnozstvi nejriznéj$i biogennich aminti v polotvrdych syrech je vy-
svétlovano slozenim startovacich kultur a po¢tem mléénych bakterii, které prezivajici az do
konce zrani [19]. Po¢et BMK rostoucich na MRS agaru se pohyboval v rozmezi hodnot 10
- 10° KTJ/g a vyrazng se béhem zrani neménil. Vzhledem k prokazané dekarboxylaéni ak-
tivit¢ nékterych kment se s jistotou podilely na tvorbé biogennich amind zejména pak u
vyroby A. Mezi tyto bakterie patii tzv. nonstarterové kultury zahrnujici kmeny Lactobacil-
lus, které podle Foxe et al. [1] mohou pifezivat pasteracni teploty a dale se mnozit. Tento
fakt tedy potvrzuje neménny charakter v poctu bakterii rostoucich na MRS agaru. Analyza
enterokokt ptfitomnych ve vyrobenych syrech je vrozporu s tvrzenim, ze laktobacily
Vv syrech pfitomné ve vEétSim poctu brani ristu a mnozeni enterokoku [7,73]. V piipadé ko-
liformnich bakterii byl vyskyt v syrech ve vySsich koncentracich zaznamenan v prvni den
zrani. Poté jejich mnozstvi kleslo na hodnoty v rozmezi 10*— 10° KTJ/g napfi¢ k tomu Fox
et al. [7] uvadi, ze pocet koliformnich bakterii v syrech je na pocatku zrani velmi nizky
vlivem teploty pouzivané pro vyrobu syrt holandského typu, pficemz méné odolné jsou

gramnegativni bakterie.

Koncentrace BA v bujonovém zéakysu pro vyrobu B byla az 20 x vysS§i v porovnani se
smetanovym zakysem, coz se v piitomnosti Lactococcus lactis subsp. cremoris dalo pied-
pokladat nebot’ vysledky studie Bunikové a kol. [17] jiz diive prokazaly dekarboxyla¢ni
aktivitu u zminéného kmene za podminek napodobujicich technologii vyroby ptirodnich
syry, a tedy i teplota zrani 10 & 2°C pozitivné pusobici na vznik BA byla shodna s teplotou
pouzitou v této praci. Pomoci HPLC byla stanovovana celkova koncentrace biogennich

aminll v syrech, pficemz podstatné vys$si mnozstvi téchto bioaktivnich latek bylo stejné
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jako v zakysech pro tuto vyrobu nalezeno u syru s piidavkem dekarboxylaza-pozitivniho
kmene. Pocéatecni koncentrace BA byla zanedbatelnd zejména v ptipadé¢ B vyroby, kdy
prvni den vzorek syra obsahoval praimérn¢ 41,1 mg/kg. Postupny narast jejich mnozstvi na
hodnoty 727,3 mg/kg (prvni série) a 696,1 mg/kg (druhd série) koreluje s tvrzenim, ze
mnozstvi BA se procesem zrani v disledku proteolyzy zvysuje (viz kapitola 1.2.2 Proteo-
lyza a reakce volnych aminokyselin). Z 8 detekovanych aminti byly detekovany pouze 4
Z nich, pficemz mezi nedetekované se fadil také histamin, ktery je podle Komprdy [36]
Vv syrech hojné vyskytujicim biogennim aminem. Nizky pocet koliformnich bakterii analy-
zovanych v syrech neprokazal vznik ani kadaverinu, coz souhlasi se stanoviskem Greifa et
al. [84] ktery ve své studii uvadi jako ptivodce vzniku kadaverinu a histaminu v syrech
nékteré druhy rodu Enterobacteriace. Spermin a spermidin se na celkovém obsahu biogen-
nich amint podilely v nizkych koncentracich, pfi¢emz se jedna o aminy vznikajici pomoci
enzymu piitomnych v mléce [85]. Z celkového obsahu biogennich amind byl nejvice za-
stoupenym tyramin. Ve vyrob¢é B pfedstavoval ve 3. mésici zrani 676,9 mg/kg z celkovych
727,3 mg/kg, coz potvrzuje vyzkum Bunkové a kol. [17] o vlivu Lactococcus lactis subsp.
cremoris na tvorbu tyraminu v syrech. Ve vyrobé A se na tvorbé tyraminu podilely
v mnozstvi 75,5 — 87,2 mg/kg pravdépodobné laktobacily, kdy u rodu Lactobacillus curva-
tus byla dekarboxylazova aktivita na tyramin a putrescin prokazana [7]. Toto tvrzeni kore-

sponduje s detekci putrescinu v mnozstvi 17,8 mg/kg ve 3. mésici zrani.
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ZAVER

Predmétem predklddané prace bylo prokazat, zda dekarboxyldza-pozitivni bakterie
mlécného kvaSeni, které se v praxi bézné pouzivaji do fermentovanych mlécnych vyrobkaii,
ovlivituji jakostni parametry syri holandského typu. Soucasti praktické ¢asti prace bylo
vyrobit syry s pfidavkem kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris a zkoumané parametry
porovnat se syry vyrobenymi z komeréniho smetanového zakysu. Analyzou jednotlivych

vzorktll pak bylo zjisténo:

o hodnota pH podpofila tvorbu biogennich amini v syrech, stejné tak i kon-
centrace soli do 2 % (w/w) pak piispé€la k celkovému mnozstvi téchto latek,

. vyroba s piidavkem dekarboxylédza-pozitivniho kmene nevykazovala v po-
rovnani s kontrolni vyrobou vyznamné rozdily v texturnich parametrech,

které tedy v pfitomnosti BA nebyly ovlivnény,

o pfi senzorické analyze posuzovatelé nezaznamenali rozdil mezi jednotlivymi
vzorky,
o v poétu mléénych koki ve vyrobé B nebyl zaznamenan vyrazny rozdil hod-

not v prabéhu zrani, kdezto u kontrolni vyroby byl v poctu mléénych kokt
zjistén klesajici trend; pocty MO rostoucich na MRS agaru byly béhem zrani
V obou vyrobach vyrovnané; enterokoky byly v podstatné mensim zastoupe-
ni u vyroby A; koliformni bakterie vykazovaly v obou sériich klesajici cha-
rakter od prvniho dne vyroby,

o celkové koncentrace biogennich amini rostly tmérné s dobou zrani u obou
vyrob, pficemz nejvice zastoupenym aminem byl tyramin v mnoZstvi piesa-

hujicim 600 mg/kg.

V této diplomové praci se tedy podafilo prokazat vliv dekarboxylaza-pozitivniho
kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris na vznik biogennich amint. Produkce tyraminu
v tak vysokych koncentracich vSak miliZze znamenat zdravotni riziko pro spotiebitele,
zejména v piipad¢ nedodrzeni hygienickych podminek zajiSt'ujicich bezpecnost potravin,
pfi¢emz na vzniku biogennich amint se do jisté miry podili také kontaminujici mikroflora.
Vysledky analyz ptfedkladané prace mohou byt jistym piinosem pro dalsi vyzkum zabyvaji-

ci se sestavovanim zakysovych kultur za uc¢elem snizeni jejich dekarboxylazové aktivity.
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PRILOHA I - Dotaznik k senzorickému hodnoceni

SENZORICKE HODNOCENI SYRU HOLANDSKEHO TYPU

Jméno a piijment:
Datum:
Hodina:
Podpis:

I. Senzorické hodnoceni pomoci sedmibodové stupnice

Ochutnejte predlozené vzorky syrii a do tabulky zaznacte prislusny stupen dle prilozené

stupnice.
Sledovany znak
Kod : ey . ,
vzorku Vzhled a barva | Konzistence | Chut’ a viiné | Tuhost | Cizi pachuti
A
B

Vzhled a barva

1. vynikajici — povrch syru suchy, jemna neporusena pokozka, hladka jemné zrni-
ta po lisovani na perfote, vzhled a tvar syra pravidelny bez vlisli, nerovnosti,
barva syrového tésta smetanova, u zralych syrii smetanoveé nazloutla

2. vyborna — povrch syra suchy, neporuseny, hladky s malo patrnymi nerovnostmi
(vlisy), tvar syra pravidelny, odpovidajici deklarovanému vzhledu, barva syro-
vého tésta homogenni v celé hmoté s odstinem smetanovym az Zlutym.

3. velmi dobra — povrch syra suchy, piipadné jemné vlhéi, neporuseny, hladky,
vzhled syra pravidelny s menSimi nepravidelnostmi, mirné odchylky od homo-
genni smetanové, resp. nazloutlé barvy jsou u tésta piipustné. Tvar syra celistvy.

4. dobra - povrch syra Cisty, suchy, piip. jemné zmazovatély na povrchu
v dtsledku vypoceného tuku, resp. vlhkosti, vzhled syra pravidelny, pfipousti se
mensi pocet patrnych vlist na povrchu cihly, malé odchylky od homogenni sme-
tanové, resp. nazloutlé barvy. Vyskyt barevnych skvrn neptipustny



méné dobra — povrch syra vlhky, na povrchu omezeny vyskyt cizich barevnych
skvrn a odstinu, silngj$i vlisy na povrchu, deformace tvaru syra, barva syra mir-
n¢ mramorovitd, nehomogenni.

vyhovujici — povrh syra mazlavy, na povrchu vyskyt cizich barevnych skvrn a
odstind, siln&jsi vlisy na povrchu, deformace tvaru syra, barva syra mramorovi-
ta, nehomogenni, solny prstenec pod povrchem. Barva tésta neptirozen¢ bila.
nevyhovujici — povrch a tvar syra deformovany, nepravidelny, povrch silné na-
ruSeny, barva syra netypicka s cizimi odstiny, napt. v disledku plisni. Barva sy-
rového tésta nehomogenni, bilé neprozralé tésto, v tésté silna mramorovitost, ci-
zi barevné odstiny, hnilobna hnizda.

Konzistence

1.

vynikajici — té€sto syra vla¢né, celistvé, jemné na skusu, mirn¢ roztiratelné, leh-
ce polykatelné. Na fezu v tést¢ syra maly pocet ok mensi velikosti hrasku, oka
Cisté, hladka, pokud mozno rovné rozloZena. Nevyskytuje se provzdusnéni tésta,
syrovatkova hnizda, trhlinky apod.

vyborna — tésto celistvé, vlaéné az roztiratelné, jemné na skusu. Na fezu vétsi
pocet typickych ok velikosti hrasku. V tésté syra piipustné mirné provzdusnéni,
nevyskytuji se syrovatkova hnizda

velmi dobra — tésto celistvé, vlacné az roztiratelné, pod povrchem syra mirné
tuzsi. Ptipousti se ,,slepy syr (bez ok). Tésto mlze byt slabé provzdusnéné,
ojedinéle se vyskytujici syrovatkové hnizda.

dobra — tésto celistvé, mirné tuzsi, resp. mek¢i. Pod povrchem nebo v tésté se
pfipousti ojedinélé trhlinky nebo mirnd ofechovitost ok. Pfipousti se ,slepy
syr*, slabsi provzdusnéni a mensi vyskyt syrovatkovych hnizd.

méné dobra — konzistence méné celistva, nehomogenni, tuzsi, mirné viditelny
solny prstenec pod povrchem syra, oka ofechovita, ¢astéjsi trhlinky v tésté syra,
provzdusnéni a vyskyt syrovatkovych hnizd

vyhovujici — konzistence malo celistva, tésto tuhé nebo pfilis mékké az mazla-
vé, patrny solny prstenec zplisobeny nedostateCnym prozranim, oka ofechovita,
nepravidelnd, netypicka, nadmérné trhlinky v tésté syra, Casté provzduSnéni a
hojny vyskyt syrovatkovych hnizd.

nevyhovujici - konzistence neni celistvd, trhliny v té€sté po dufeni, tésto tuhé,
gumovité, rozpadavé, potrhané, drobivé. Sitova, provzdusnénd oka, netypicka,
ofechovita.

Chut’ a vuné

1.

vynikajici- chut’ ¢istd, typicka pro syry holandského typu, jemné mlécné nakys-
14, nebo nasladla, vyrazna a plna v disledku hlubokého prozrani syra, harmo-
nickd. Vin¢ charakteristickd, Cista bez jakychkoliv cizich pachd.



Tuhost

No o~ PE

vyborna — ¢ista, harmonicka, mléén¢ nakysla, nebo hotko mandlova po pouzi-
tych kulturach, stale vyrazna a typicka v dusledku odpovidajiciho prozrani syra.
Viné stale ¢ista a harmonicka.

velmi dobra — vuné ¢ista, harmonicka, chut’ s pfipustnymi mirnymi odchylkami
V harmonii, napt. hotko mandlova, mirn¢ slan¢jsi nebo kyselejsi

dobra — stale typicka chut’ pro syry holandského typu, mozné odchylky hoikos-
ti, slanosti nebo kyselosti

méné dobra — chut mén¢ harmonickd. Vyrazné prevlada ncktery
Z hodnocenych deskriptorti chuti napt. kyselost hotkost, cizi pfichut’, slanost
apod. Ve viini se vyskytuji cizi pachy.

vyhovujici — chut’ neharmonicka. Ve viini se mizou vyskytovat piijatelné cizi
pachy (necisty, netypicky, cizi, sladovy, nazlukly, nasladly po dufeni)
nevyhovujici — hotkd, paliva ostte kysela, zatuchld, plesniva, Zlukla, hnilobna,
nepiijatelna cizi chut’ po chemikalii. Ve viini vyrazné nepftijatelné cizi pachy po
chemikaliich, hnilobné, zatuchlé, zluklé apod.

syr velmi tuhy — tuhost syra je ptili§ vysoka, syr je Spatné zZvykatelny

optimalni tuhost syra

syr mékky az rozbredly — syr je rozpadavy az rozbiedly

Cizi pachuti

1.
2.
3.
4
5.

6.
7.

syr je bez cizich pachuti

pachuti akceptovatelné — syr obsahuje cizi pfichuti — stale vsak akceptovatelné
pro konzumaci

odporné pachuti — naprosto nepiijatelné, koncentrace pachuti naprosto odporna



1. Parovy preferencni test

Ochutnejte predlozené vzorky syru a kiizkem zaznacte, ktery vzorek vice preferujete.
|:| Vzorek A

|:| Vzorek B



