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ABSTRAKT

Cilem této bakalafské prace bylo stanovit obsah biogennich aminti v plisnovych syrech. Teo-
retickd ¢ast je vénovana popisu plisnovych syrt a charakteristice biogennich amind. Experi-
mentalni ¢ast se zabyva mikrobiologickym rozborem a dale stanovenim obsahu biogennich
aminl v jednotlivych vzorcich plisnovych syrti. Ke stanoveni obsahu biogennich aminii v
testovanych syrech byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie. U vSech 15 tes-
tovanych syrti byla zjisténa piitomnost biogennich aminti. Biogenni aminy tryptamin, feny-
letylamin a histamin nebyly detekovany v zadném z vzorkt. Tyramin a spermin byly stano-
veny ve vSech vzorcich. Maximalni hodnota celkového obsahu biogennich aminu byla dete-

kovana u syrii s plisni na povrchu, kde koncentrace dosahovala hodnoty 548 mg/kg.

Klicova slova: Plistiovy syr, biogenni aminy, vysokoucinna kapalinova chromatografie

ABSTRACT

The goal of this bachelor thesis is determine the content of biogenic amines in blue cheeses.
The theoretical part deals with the characterization of blue cheeses and biogenic amines.
The experimental part deals with the microbiological analysis and determination of biogenic
amines in tested samples of blue cheese. Biogenic amines in the cheeses were determined
using HPLC. Biogenic amines were detected in all 15 tested samples of blue cheese. Tryp-
tamine, phenylethylamine and histamine were not detected. Tyramine and spermine were
determined in all tested samples. The maximum value of total biogenic amines was detected
in cheese with mold on the surface, where the concentration of biogenic amines was 548

mg/kg.

Keywords: Blue cheese, biogenic amines, high performance liquid chromatography
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UvVoD

Nejnovejsi trendy v oblasti bezpe€nosti potravin podminuji zkoumani latek vyskytujicich se
v potravindch, které mohou ovlivnit zdravi ¢lovéka. Mezi tyto latky fadime i biogenni aminy
(BA), které se v malém mnozstvi vyskytuji v organismu ¢lovéka a ovliviuji nékteré metabo-
lické procesy. Piestoze jsou latkami nepostradatelnymi, ve vysokych koncentracich maji

vasoaktivni a psychoaktivni u€inky [1].

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni bazické dusikaté latky, které vykazuji biologické
ucinky. Obvykle vznikaji dekarboxylaci volné aminokyseliny potraviny G¢inkem mikrobidl-
niho enzymu. Uginnymi producenty jsou napf. mlééné bakterie [1,2].

Pti hodnoceni obsahu biogennich amind je nutné dbat na to, jestli se jedna o vyrobky fer-
mentované nebo nefermentované, jelikoz u fermentovanych vyrobkll jsou biogenni aminy
piirozenou soucasti. Stanoveni biogennich amini se provadi chromatograficky (TLC,
HPLC, GC). Jejich analyza je diilezita z hlediska jejich toxicity a také moznosti jejich vyuziti
jako indikatoru Cerstvosti nebo kazeni potravin [2].

Teoretickd Cast se zabyva surovinami pro vyrobu syrti a samotnou vyrobou jednotlivych

druhii plisnovych syrti. Dale jsou popsany vlastnosti a charakteristika biogennich amind,

jejich vyskyt v syrech a ptsobeni na lidsky organismus.

V praktické casti byla provedena detekce biogennich aminii v 15 vzorcich plisnovych syrt,

ziskanych z bézné obchodni sité.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

I. TEORETICKA CAST
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1 HISTORIE SYRARSTVI

Prvni syry s nejvétsi pravdépodobnosti objevily ndhodou kocovné kmeny jizni Asie a Stied-
niho vychodu. Kdyz nékteti bojovnici nalili ¢erstvé mléko do kozenych vakl, aby mohli
hce nakyslou tekutinu, v niz plavaly husté chuchvalce bilé syieniny. Kozené vaky se vyrabe-
ly ze zaludkti mladych zvirat, které pravdépodobné obsahovaly srazeci enzymy. Zbytek uci-
nilo slunce (vyssi teplota) a pohyby klusajiciho koné [3].

D4 se nalézt mnoho stop, které se tykaji historie vyroby syri. Podle archeologli se nejstarsi
nalezy datuji do doby asi 6000 let pf. n. . Sumerové uchovavali syr jiz zhruba 4000 let pf.
n. 1. V mytologickych piibézich starych Rekil Ize taktéz nalézt zminky o syru. Rovnéz v
Bibli se o tomto produktu piSe, a to jako o vitaném zdroji potravy a o daru. Malby na st¢-

nach riznych staveb dokazuji znalosti vyroby syra jiz ve starém Egypt¢ [3].

Vyrobu syra piivedli k dokonalosti Rimané. Ve svych obrovskych domech mohli ovliviiovat
jednotliva stadia zrani syri. K dilezitym faktortim, které daly vzniknout velké rozmanitosti
druhti a chuti se fadi vlhkost, teplo a privan stejné jako kout z kamen, omyvani syra a pti-

davani bylinek [3].

Mnoho soucasnych syrti se zacalo profilovat ve stfedovéku. Francouzi znali jiz dlouhou

dobu syr jako je roquefort, ktery vznikl v roce 1070 [3].

V dobé renesance prohlasovali vysoce urozeni panové evropskych kralovskych dvori, ze
poZivani syra je nezdravé a barbarské. Nastésti se jini, v€etné mnichil, kteti kvalitu syra neu-
stale vylepSovali a vytvareli nové druhy, timto ndzorem netidili. Ve Francii se jiz od roku
1791 proslavil syr camembert. V obdobi 19. stoleti objevili védci, mezi nimi i Louis Pasteur,
vliv mikroorganismti na kvasné procesy, mimo jiné i u syrt. Kolébkou vyroby syrii jsou
francouzské klastery. V roce 962 vznikl Maroilles, coz byl prvni syr vyrobeny mnichy Ziji-
cimi na severu Francie. Rad trapistii vyrabél syry, aby si zpestfil svijj jidelni¢ek v dobé
pustu. Francouzské syry, nejsou pouze staleta tradice, ale je to pfedevSim vysoka kvalita
kontrolovana odbornymi statnimi institucemi. Syry nejvyssi kvality jsou oznaceny symbolem
AOC (Appellation d’Origine Contrdlée). Jedna se o soubor pravnich ptedpisii, ktery je vy-
dany francouzskou vladou a stanovuje podminky produkce syrt. Predpisy AOC piesné ur-
cuji [3]:
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e terén, na kterém lze past dobytek,
e puavod a druh krmiva pro zvitata,
e plemeno dobytka,

e dobu vyroby syru,

e metodu vyroby syru,

e tvar a velikost syru,

zpisob skladovani syru,

Ve Francii je vice nez 30 druhti syru ozna¢enych symbolem AOC [4]. Dnes existuji velké i
malé podniky: mlékarny, které vyrab&ji syr vyhradné z pasterizované¢ho mléka, pii jehoz
zrani pouzivaji rizné technické postupy. Dnes se také objevuje stale vice selskych (farmar-
skych) syraren, kde se syr vyrdbi v malych objemech, tvaruje se ruéné a ve fazi zrani je mu

vénovana individualni pozornost [5].

1.1 Definice syru

Syry se zpohledu svého slozeni fadi k nejkvalitnéjSim potravinam. Podle standardu
FAO/WHO z roku 1963 jsou syry definovany néasledovné: Syr je mlé¢ny vyrobek vyrobeny
srazenim mlécné bilkoviny z mléka plisobeném syiidla nebo jinych koagulacnich Cinidel,
prokysanim a odd¢€lenim podilu syrovatky. Principem je oddéleni urcitého podilu syrovatky
ze srazeniny mléka stanovené tucnosti [6, 7]. Zrajicim syrem je syr, u kterého nasledné po

prokysani doslo k dalsim biochemickym a fyzikalnim procestim [6].

Z nutriéniho hlediska jsou syry plnohodnotnymi vyrobky, které obsahuji vSechny esencidlni
aminokyseliny. Zdrojem vyuzitelné energie jsou bilkoviny a mlécny tuk. Mléko obsahuje
laktosu, kterd je ptfi vyrobé syrti pfevedena na kyselinu mlécnou a dalsi produkty kvaSeni.
V syrech ma velky vyznam obsah vapniku, jehoz mnoZstvi se lidi podle typu. Cim je mensi
vliv kyselého sraZeni pti zpracovani syfeniny a vétsi vliv syfidlového neboli enzymatického
srazeni, tim vySs$i je obsah vapniku v daném vyrobku, tedy pfi niz§im pH se obsah vyuZitel-
né¢ho véapniku snizuje. S obsahem véapniku v syrech souvisi 1 obsah fosforu. VyuZzitelnost
fosforu je zavisla na obsahu vapniku v krvi. Je-li jeden z téchto prvkli podan ve zvySeném
mnozstvi, vede to obvykle ke zvySeni vstiebatelnosti druhého. V tuénych syrech jsou pfi-

tomny vitaminy A a D, u vSech druhil jsou obsazeny vitaminy skupiny B [6].
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1.1.1 Obsah tuku v syru

Vyhlaska uvadi, ze obsah tuku nema byt uvadén v absolutnich hodnotéach, ale jako obsah
tuku v susin€ [5,7]. Podil tuku v syru nelze piesné vztahnout k hmotnosti syru, ale pouze
k jeho susiné. Do prodeje miize byt predan pouze syr s obsahem tuku, ktery odpovida zara-

zeni do dané kategorie. Jedna se o nasledujici stupné [5]:

Stupen tuénosti Tuk v suSiné

Vysokotucny Minimalné 60%, nejvyse 85%
Smetanovy Minimalné 50%

Plnotucny Minimalné 45%

Tucny Minimalné 40%

Ttictvrtecni Minimané 30%

Ctvrte¢ni Miniméln¢ 10%

Netuény Minimalné 10%

1.1.2 Obsah bilkovin v syru

Miléko se skladd ze dvou dilezitych bilkovinnych slozek. Obsahuje 80 % kaseinu a 20 %
sérovych (syrovatkovych) proteinti. Pti lisovani syru odchazeji sérové proteiny spolu s podi-
lem syrovatky. Bilkoviny v syru obsahuji esencialni aminokyseliny nezbytné pro lidskou

vyzivu, zvlasté lysin, ktery chybi v rostlinnych bilkovinach [6, 8].

1.1.3 Obsah mineralnich latek a vitaminu

vvvvvv

podporuje stavbu a udrzovani dobrého stavu kosti a zubli. Dale se podili na celé fad¢ proce-
st latkové vymény. Hoicik se také podili na mnoha procesech latkové vymeny. Aktivuje
vice nez 300 enzymatickych reakci. Hot¢ik je dulezity pro energetické reakce, napt. svalové
kontrakce. Dale reguluje stabilitu a vzrusivost bunéénych membran. Je fyziologickym pro-
téjSkem vapniku. Kromé toho syr obsahuje vitamin A, pfipadné jeho ptedchozi stupeit
betakaroten. V syrech jsou také obsaZeny vitaminy skupiny B, pfedevsim B,, B, a kyselina
pantotenova. Ty v lidském organismu reguluji a fidi rizné procesy latkové vymény, piede-

v§im pro ziskani energie, krvetvorbu a vystavbu latek vlastnich télu [5].
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2 CHARAKTERISTIKA PLISNOVYCH SYRU

Plisnové syry je mozné délit podle jejich charakteristické plisne, kdy zalezi na typu a rtstu
plisn€. Patfi sem syry zrajici (plisiove) s tvorbou charakteristické plisné na povrchu a syry s
tvorbou charakteristické plisn¢ uvniti hmoty. Typickym znakem téchto syrii je mékka kon-

zistence [6, 9].

2.1 MEékké syry s bilou plisni na povrchu

Tyto francouzské syry jsou typické svou mékkou duZzinou a také povrchem, ktery je pokryt
bilou plisni Penicillium camemberti. Dvou az Sestitydenni zrani ve specialnich prostorach,
kde je vysoka vlhkost umoziuje rozvinuti uslechtilé bilé plisné rodu Penicillium. Syry tim

nabyvaji vyrazné chuti a vyjimecné krémové pruzné konzistence [6, 10].
K nejznaméj$im syriim tohoto druhu patii [4]:

o Camembert de Normandie - je jeden znejznaméjSich syrti na svété, ktery pochazi
z Pays d’Auge v Normandii. M4 kruhovy tvar o priméru 10,5-11,5 cm a vySce 3 cm.
Vézi asi 250 g a bali se do tenkych dievénych krabicek. Nejlepsi syry se dosud vyrabé;ji
rucné z nepasterizovaného miléka na farmach v ptivodni oblasti Normandie. Tento syr
ziskal pecet’ AOC jesté pied rokem 1983 a tak se stal nejcastéji napodobovanym syrem
na svété. Original pozname podle ptfidomku ,,de Normandie®. Oznacuje syr AOC, ktery
muze byt vyroben pouze v Normandii podle pfesné definované tradicni metody. Tento
syr ma velmi jemnou ktirku pokrytou bilou uslechtilou plisni, kterd mize vykazovat na-
cervenalé stopy. Syrové tésto, které ma svétle sliamovou barvu, by mélo byt stejnomer-
né vyzralé a uprostied by se nemélo drobit. Dobry syr ma ¢isté bylinkové aroma s pii-
jemnou Zampionovou viini. Chut’ je smetanova s prichuti svézi travy. Camembert nema
byt ptili§ vyrazny, aby byl citit ¢pavek [5, 11].

e  Brie - plivodni syr Brie pochdzi z kraje Seine-et-Marne v Ile de France. Podoba se plo-
chému dortu o primétu 25-40 cm. Ve Francii dnes nesou pecet’ AOC dva syry Brie de
Meaux a Brie de Melun.

o Brie de Meaux - se vyrabi ve tvaru plochych diski o0 hmotnosti 908 g az 3,2 kg. M4
bilou, narizovéle bézove kropenatou kiiru. Tésto ma lesklou slamovou barvu, kteréd
tmavne az do barvy teplé slonové kosti. Syr by mél mit pfirodni aroma a vonét po

prazenych ofiscich s nepatrnou stopou ¢pavku.
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o Brie de Melun - ma o néco mensi prumér (asi 24 cm). Tento syr je vyrabén
z Cerstvého mléka. Ma vyzralejsi, robustnéjsi a slangjsi aroma [5, 11].

o  Coulommiers - patii k syriim typu brie, pfestoze je o tietinu mens$i nez jejich nejveétsi
zastupce. Pro tento syr neexistuje standardni receptura, a tak nikdy neziskal znamku
ochrany ptivodu. Ma na povrchu bily plisiovy narast a povrch je ¢asto nerovnomérny.
Pfi jeho zrani se na ném mohou tvofit hnéd¢ skvrny. Mlady syr mé lehce zampionoveé
aroma a jemnou, lahodnou chut’, kdezto zraly je vyraznéjsi [5, 11].

o  Hermelin - Cesky syr, ktery je obdobou francouzského syru Camembert. Ma kulovity

tvar a jemnou uslechtilou pliseii na povrchu [12].

2.2 Syry s modrou plisni

Nazev tohoto typu syru je odvozen od jemnych zelenomodrych zilek plisn€, které prorustaji
bily krémovy syr. Pro tuto skupinu je charakteristickd modra plisent Penicillium roqueforti,
ktera je do mléka dodavana tekutd nebo jako prasek. K rozvoji plisn¢ je dulezity vzduch,
proto se syr provzdusiuje propichdvanim jehlami. Béhem zrani vyrstd modra plisent podél
otvoru po jehlach. Tyto syry jsou vyrabény z kravského mléka, pouze Roquefort se vyrabi
z ov¢iho mléka. Tento druh plisnovych syrit méa vyraznou, pikantni chut’ [10, 13].

NejznaméjSimi syry jsou [4]:

e  Roquefort — je polotvrdy syr s vnitini plisni. Vyrabi se z nepasterizované¢ho ov¢iho mlé-
ka. Roquefort je syr valcového tvaru o pruméru 19-20 cm a vysce 8,5-10,5 cm. Jeho
hmotnost se pohybuje mezi 2,5-2,9 kg. Tento syr nema témeét zddnou kliru a jeho mek-
ké, krémovée zbarvené tésto je prostoupeno Sedozelenymi zilkami plisn€. Pfed vysycha-
nim je chranén hlinikovou f6lii. Aroma je mlé¢né ofiSkové a ovocné rozinkové. O¢ko-
vani plisné Penicillium roqueforti probiha bud’ zaroven s pfidavanim syfidla, nebo
v momentu, kdy se tvaruji syrové bochniky. V pribéhu odkapavéani syrovatky se syr
pétkrat denné obraci. Po osoleni se bochniky posilaji do Roquefortu, kde uvnitt hory
Combalou zraji nejméné tfi mésice. Vzduch dovniti pronikd dlouhymi trhlinami ve ska-
le, kterym se tika ,,fleurines*. VIhky jeskynni vzduch podporuje rast plisné [5, 11].

e  Bleu d’Auvergne - je francouzsky syr, ktery vznikl jako napodobenina syru Roquefort,
vyrobeného z kravského misto ov¢iho mléka. Tento syr ma tvar stfedné velkého valce.

Jeho kiira je velmi tenkd, proto je obvykle balen do folie. Tésto je misty prostoupené
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2.3

otvory a vyraznymi zelenomodrymi zilkami plisné, je velmi hutné a smetanové a ma
svétle Zlutou barvu. Chut je plna a vyraznd, slanost vzrista s vétsi Cetnosti zilek.

Bleu des Causses - je velmi podobny syru Bleu d”Auvergne, ale jeho konzistence je
krémov¢jsi a jeho chut’ slozitéjsi se vyznacuje pikatnimi a kofenénymi tony

Bleu du Haut-Jura - téz pod ndzvem Bleu de Gex Haut Jura. K vyrobé se pouziva
vyhradné mléko montbéliardskych krav, které se pasou na loukdch pohoii Jura. Syr
z Cerstvého mléka ma vyraznéjsi kiirku nez ostatni syry tohoto typu [5, 11].

Niva - vyrabi se ve tvaru valce o hmotnosti pfiblizné 2 kg. Povrch je celistvy se zietel-
nymi vpichy. Na fezu je mramorovity prorost uSlechtilé svétle aZ tmavé zelené plisné.
Slaba svétle hnéda barva na povrchu je znakem vyzrélosti syri. Chut’ je slana, vyrazné
pikantni. Konzistence je polome¢kka mize vSak byt i drobiva, nebo roztiratelna, zalezi
na stupni zralosti [14].

Gorgonzola - se vyrabi v Lombardii a Piemontu ve tvaru valci, které se 1isi velikosti od
6 do 13 kg. Na vysku méti 16-20 cm, primér je 25-30 cm. Na povrchu ma tlustou, drs-
nou, biloCervenou krustu, ktera se miize misty drolit. Syrové tésto je bilé az nazloutlé
s cetnym zelenomodrym zilkovanim. Konzistence je krémova a vla¢na. Gongonzola se
vyrabi pouze z kravského mléka. Jeji chut’ je pikantni a kofenéna, s pridechem lesni za-

tuchlosti a hub. Aroma je mnohem vyrazné¢jsi nez chut’ [5,11].

Dvouplisiiové syry

Cambozola - je syr, ktery je vyrabén v Némecku. Jedna se o dvouplisiiovy zrajici syr s
modrou plisni. M4 modré Zilkovani vyskytujici se na vnitini strané a ptirodni Sedou pli-
seft na vnéjsi strané. Tento syr zraje zvIlasté dlouho pfi nizké teploté ve specidlnich stu-
denych sklepich a vysledkem je smetanova jemna viin€. Syr vynika svou ofechovou pii-
chuti [15].

Vitavin - je jedine¢ny dvouplisnovy syr. Je kombinaci dvou chuti klasického camember-

tu a modré plisn¢ rocquefortového typu [16].
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3 TECHNOLOGIE VYROBY PLISNOVYCH SYRU

Hlavnim vyrobnim smérem pti vyrob¢ plisnovych syrt je sladké srazeni. Vyroba je zaloZena
na syfening ziskané z mléka ptisobenim sytidla. Hlavni ¢asti vyrobniho postupu jsou: tiprava
mléka pred syfenim, syieni, zpracovani syieniny, formovani syfeniny (odkapavani a ptipad-
né lisovani), soleni a zrani syrti. VSechny uvedené operace nejsou provadény u vSech druhti
syrt a také nikoli stejnym zptisobem. Jejich pouziti je dano vyrobnimi podminkami a vlast-
nostmi jednotlivych kategorii a druhti syrti [17, 18, 19, 20].

3.1 Pozadavky na mléko

MIéko je zakladni surovina pro vyrobu syri. Je to polydisperzni systém, jehoz hlavnimi
slozkami (piepoctenymi na 100 g mléka) jsou voda 87,56 g, bilkoviny (kaseiny a syrovatko-
vé bilkoviny) 3,32 g, tuk 3,69 g, laktosa 4,75 g, mineralni latky (rozpustné a nerozpustné)
0,69 g, déle vitaminy a jiné latky. Mezi Cinitele, ktetfi zplisobuji rozdily v susin¢ a kolisani

obsahu jednotlivych slozek miléka patii [21]:

e plemeno dojnic,

e Jaktacni stadium,

e stafi dojnice,

e zdravotni stav dojnice,

e krmeni,

e vliv dojeni,

e péce a oSetfovani dojnice,

e ro¢ni obdobi,
Pro charakteristiku technologickych vhodnosti mléka ur¢eného k vyrobé syrii byly jiz diive
vytvofeny rizné definice, které se stale upfesiuji. Technologicka vhodnost mléka je dana
chemickym sloZenim, mikrobiologickymi a fyzikalnimi vlastnostmi mléka. Jiné definice uva-
dé&ji, Ze vhodnost mléka k dal§imu zpracovani zavisi na celkovém poctu mikroorganisml,
obsahu sporotvornych anaerobnich mikroorganismti, koliformnich bakterii, na obsahu vap-
niku, na syfitelnosti a kvasnosti mléka, i na chuti a vlini mlé¢ka. Dal§im dilezitym pozadav-
kem na mléko je, aby neobsahovalo inhibi¢ni latky, které maji negativni uc¢inek na prokysa-

vaci schopnost mléka bakteriemi mlécného kvasSeni [17, 22, 23, 24].
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3.2 Tepelné oSetieni mléka

Pti pasteraci mléka se u meékkych syri nejcastéji pouziva teplot 74-78 °C, Ize vSak pouzit i
teplotu 85 °C po dobu 1-2 s. Se zvysujici se pasteracni teplotou dochézi ke zvySené denatu-
raci sérovych bilkovin, které neodchazi do syrovatky. Tim se zvySuje vytéznost, ale i vazba
vody. Miize dojit 1 ke snizovani susiny syru a ke zhorSeni jejich jakosti (albumin a globulin
zadrzuji vétsi podil vody, ktera se dalSimi technologickymi zasahy bez ujmy na jakosti syra
nedé odstranit). Pfi tepelném zpracovani se mléko chova jako komplexni systém, kde probi-
hé fada chemickych, fyzikalnich a biochemickych reakci. Nékteré z nich jsou velmi dilezité,

protoze méni vlastnosti mléka nebo 1jeho vyzivnou hodnotu [6, 23, 25]

3.3 Uprava mléka pied syienim

Kazdy druh syra ma stanoveny obsah suSiny, tuku, resp. tuku v suSiné. Kvili tomu je nutné
standardizovat obsah tuku v mléce v zavislosti na obsahu kaseinu, aby bylo dosazeno poza-
dovaného tuku v susiné. Homogenizace tuku snizuje jeho ztraty do syrovatky, zvySuje vy-
téznost a zaroven kvalitu syru. Mléko je pro vyrobu syru pasterovdno vétSinou Setrné,
nicméné dochazi ke zménam v poméru koloidni a rozpustné formy vapniku a zhorSeni syii-
telnosti mléka. Z tohoto diivodu se pro obnoveni syfitelnosti do mléka ptidava rozpustny
vapnik, nejcastéji ve formé chloridu vapenatého. Obvykly ptidavek je 20 g chloridu vapena-
tého na 100 1 mléka. Pokud je tato davka piekrocena, miize dochazet k hotknuti syra. Pfi-
davek cistych kultur do mléka pted syfenim je nezbytnou podminkou zdarného pribéhu
celého technologického procesu. SniZzenim kyselosti mléka pred syfenim dojde k ovlivnéni
rychlosti syfeni, jeho pribchu, kvalité¢ syfeniny i zrdni syrd. Mezi primarni kultury, které
zajist'uji prokysani mléka i syri a uvoliuji enzymy, které se podileji na tvorbé chuti a viing
v pribéhu zrani syrd, jsou fazeny ptedevsim bakterie rodu Lactococcus, Leuconostoc a

Lactobacillus [6, 18].

Pro syry s bilou plisni na povrchu se mléko pied syfenim ockuje plisnovymi kulturami Peni-
cillium camemberti, Penicillium caseicolum a Penicillium candidum. Pro syry s modrou

plisni v t&sté se mléko ockuje plisnovou kulturou Penicillium roqueforti [6]

3.4 Syreni mléka

Ke srdzeni mléka dochazi ptisobenim syfidlového enzymu vhodnym spoluptisobenim ¢istych

kultur produkujicich kyselinu mlécnou. Jako syfidla se pouZzivaji enzymy, které maji povahu
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vvvvvv

pozadavkem na syfidlové enzymy je tizka substratova specifita a vysoké schopnost koagula-

ce mléka, pii omezeni a s Casem pomalu pokracujici proteolyzou [6].

Mléko je mozné koagulovat témétf vSemi proteindzami, ale pouze omezeny pocet z nich
vyhovuje vyse uvedenym podminkam. Diive se pouzivalo vylu¢né chymosinovych syridel
ziskanych z telecich slezti sajicich telat. Chymosinova syridla byla v disledku nedostatku
pocate¢ni suroviny nahrazovana jinymi druhy proteinas Zivocisného a mikrobialniho piivodu

[6, 18].

Utinek syiidla spo¢iva v plisobeni proteolytickych enzymtl na kasein. Nejprve v primarni
fazi dochazi k destabilizaci kaseinové micely a tim ke ztraté jejich soudrznosti. SniZzenim
naboje micel se micely spojuji. Jako fazi sekundarni oznacujeme koagulaci destabilizované-
ho kaseinu. Podminkou koagulace jsou volné ionty vapniku (nutnost piidavku chloridu va-
penatého) a vhodna teplota. Pokud je teplota 10°C ke koagulaci nedochazi. Terciarni fazi_je
pusobeni syfidlového enzymu a uplatiiuje se pii proteolytickém zréni syri. Tuto kone¢nou
fazi musi zasadné ovliviiovat enzymy &istych mlékaiskych kultur (CMK) odpovidajici druhu

syra [6].

3.5 Zpracovani syreniny, formovani

Proces zpracovani syieniny zahrnuje soubor operaci podle jednotlivych typl syrt zajistujici
vytvareni syrového zrna vhodného pro nasledné formovani. U mekkych syrt je zpracovani
syfeniny jednoduché. Postacuje pokrajeni syfeniny a Setrné nalévani do forem. U veskerych
druhti syrii je rozhodujici dodrzovani standardniho ¢asového harmonogramu zpracovani
véetné prubchu teplotni a kyselostni kiivky. Pfedpoklad dobré a vyrovnané kvality syru po

uzrani je splnéni téchto parametrt, které jsou uvedeny v tabulce 1 [6].

U meékkého syra se vyrobi finalni vyrobek o susin€ 45% a tuku v susin€ 40%. Syfici teplota
je 32 °C. Charakter syra je ovlivnén zpiisobem zpracovani syfeniny. Lisovani pak dokoncuje
tyto operace oddéleni syrovatky a tvarovani syri. Velikost syrového zrna a zaroven jeho

tuhost pfi krajeni a také vypousténi je dana typem syra a mechaniza¢niho postupu [26].
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Tabulka 1: Casovy harmonogram pii zpracovani syfeniny na vyrobu syri [6]

Technologické operace Mékké syry
Syteni 40 min
Kréjeni 15min v¢etné odpocinku

Odpousténi syrovatky -

Michéni 10 min
Ptidavek vody -
Dosouseni -

Celkem zpracovani 65 min

Vypousténi 10 min

Formovani syrti odpovida danému typu a tvaru syra. Podstatou je, ze vytuzené zrno musi
byt co nejrychleji tvarovano tak, aby zpracovani jednotlivych vyrobnich Sarzi bylo zajiSténo
v prubéhu cca 10 minut. Formovani syrti se provadi ve specidlnich tvofitkach. Jsou nejcasté-
j1 kovova nebo plastova rizného tvaru a velikosti. Jejich plast’ je perforovany z diavodu
usnadnéni odtoku syrovatky. M¢kké syry se obvykle nelisuji, nebot’ v tomto ptipad¢ dosta-
cuje vlastni hmotnost syrové hmoty k odtoku dostatecného mnozstvi syrovatky. Vysledny

tvar a susSinu ziskavaji syry pod tlakem vytvofenym vlastni hmotnosti [6].

Pti formovani syra je nezbytné, aby teplota v mistnosti byla udrZovana podle druhu vyrabé-
ného syru, protoze zaroven s odkapavanim a lisovdnim dochazi v syrech k mléénému kyséani

[5, 6].

3.6 Soleni syru

Soleni syrt je nutna operace vSech druhli tvarovanych a zrajicich syrti. Procesem soleni do-
chazi ke zpevnéni povrchu syra, regulaci obsahu vody v tésté, coZ ma navaznost na konzis-

tenci tésta a jeho mikrofloru, pribéh kysani a zrani [6, 17].

Syry se vétsinou soli v solné 1azni. Koncentrace je 16 - 23% NaCl, teplota je 10-15 °C a

kyselost se voli podle druhu vyrabéného syra. Soleni syrti probiha v casovém intervalu né-
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kolika hodin az dnti. B€hem soleni dochazi k diftizi NaCl dovnitt syra a do solné lazné pte-

chazi ¢ast syrovatky a rozpustnych soli [6, 17].

Po vysoleni se syry nechéavaji 1-2 dny oschnout a bali se do obalti, ve kterych zraji, popiipa-

d¢ se bez oball dopravuji do zracich sklept [6].

3.7 Zrani syru

Zrani lze definovat vSechny biochemické procesy probihajici v syrech plisobenim mikrobial-
nich enzymtl, eventualn¢ syfidlovych enzymi. Zrani syra ovliviiuje vzhled, chut’, viini a kon-
zistenci syra. V pribéhu zrani podléhaji nejvétSim zmeénam laktosa a mlécné bilkoviny, u

nékterych syrii také tuk. Také zastoupeni soli podléha urcitym zménam [6, 27, 28, 29].

Biochemické procesy, které probihaji v syrech lze délit do tti zdkladnich fazi, které na sebe

plynule navazuji.

Prvni faze: Dochazi k rozkladu laktosy bakteriemi mlécného kysani za vzniku kyseliny
mlécné. K nejvyznamnéjSimu rozkladu laktosy dochazi v prubéhu formovani syrii, béhem
odkapavani a lisovani syra je nejintenzivnéjsi. V piipad€é ze dokysavani neni dokonéeno pfi
lisovani, syry se ukladaji po vyjmuti z tvofitek na police do temperované mistnosti
k dokysani, které obvykle byva ukonceno do 20-24 hodin. Pti dokysavani syrt v prabéhu
soleni se pouziva solna lazen o vyssi teploté. Vytvorena kyselina mlécnd uvoliuje z kaseinu
vapnik a dojde ke vzniku mlécnanu vépenatého. V konecné fazi vznika z kaseinu monokal-
ciumkaseinat, ktery bobtna ve vod¢ a v roztoku NaCl. Vytvoreni vapenaté soli kaseinu pod-
statné ovlivituje slepovani syfeniny a vznik homogenni struktury syrt. Kyselina mlé¢nd ma
vliv na zastoupeni soli v syrech. V pribéhu 24 hodin dochézi k transformaci anorganickych

soli v rozpustné soli, které také ovliviiuji kone¢nou kyselost syra [6].

Sekundarni faze: Dochazi ke sniZeni kyselosti syra nejen vazbou kyseliny mlé¢né, nybrz i
jejim mikrobiologickym rozkladem na kyselinu propionovou (piip. octovou), CO; a vodu,
popiipad¢ i dalsi slouc¢eniny nebo jeji vazbou na rozkladné produkty bilkovin. U meékkych
syri dochézi k mikrobiologickému rozkladu kyseliny mlé¢né aerobné od povrchu dovnitt

mikroflérou na povrch syra [6].

Treti faze: Probihd proteolyza neboli rozklad bilkovin, a to anaerobné v celé hmoté (tzv.
primarni zrani) nebo aerobné od povrhu dovnitt (tzv. sekundarni zrani). Béhem zrani do-

chdzi k rozkladu mlécénych bilkovin. Pisobenim proteolytickych enzymu cistych kultur a
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syfidla dochazi ke vzniku peptidi o vysoké molekulové hmotnosti (obsahuji vice nez 35
rezidui aminokyselin). Vysokomolekularni peptidy jsou jesté¢ hydrolyzovany na peptidy
s nizkou molekulovou hmotnosti (6-15 rezidui aminokyselin) a nasledujici proteolyzou
vznikaji jesté kratsi peptidy, dipeptidy a aminokyseliny, eventudlng jsou i aminokyseliny dale
agregovany az na amoniak, sirovodik, vodu a dalsi. Pojem rozsah zrani je chapan jako podil
ve vod¢ rozpustnych dusikatych latek, tj. albumos a peptonti. Rozsah zrani je vyznamny u
meékkych syrti. Hloubkou zrani se rozumi mnozstvi aminokyselin a produktt jejich rozkladu
k celkovému dusiku. U plisiovych syra probiha spole¢né s velkym rozsahem i vyznamna
hloubka proteolyzy bilkovin. U plisfiovych syri (zejména s plisni v tést¢) dochézi k rozkladu
mlécného tuku a za vzniku methylketont, které t€émto syrim dodavaji ptiznacnou chut’ a

viini [6].

Zrani syru probihd ve zracich sklepich. Nejvhodnéjsi podminky teploty a relativni vlhkosti
jsou zavislé na druhu syra. V pritbéhu zrani se syry oSettuji: omyvaji, obraceji, propichavaji
apod. Nékteré syry zraji v obalech, které slouzi i jako expedi¢ni obal, nebo pod natérem.
Snizuje se pracnost pii oSetfovani a zaroven ztraty béhem zrani. Doba zrani u Hermelinu je

nékolik tydnt a u Nivy az nékolik mésicii [6].

3.7.1 Syry s plisni na povrchu

Vyrobni proces odpovida technologickym operacim pro mekké syry. Krom¢ zékladni mezo-
filni kultury se do standardizovaného mlé¢ka piidava plisnova suspenze Penicillium camem-
berti. Nejprve se syry formuji, syfenina se plni do blokovych plastovych tvofitek a potom
odkapéva na odkapni dréze. V pritbéhu odkapavani se asi Ctyfikrat obraceji. Odkapané syry
se kratce soli v solné lazni. U nés je nyni pouzivan kontinuélni zptisob soleni nastfikem jem-
né suché soli na vlhky povrch syra. Po oschnuti syry zraji pii 12 °C a relativni vlhkosti 10%
po dobu 10 dni. Pfi zrani se syry denné obraceji. Povrch zralych syru je rovnomérné pro-
rostly bilou plisni, na fezu maji jen malé mnozstvi dutin nebakteridlniho ptivodu. Jejich kon-
zistence ma byt jemnd, maslovitd, bez jadra. Chut’ a viiné by mély byt typické po proteolyze
1 lipolyze vlivem plisiové kultury a také by mély mit zampionovou pfichut. Syry tohoto
typu se vyrabéji s obsahem t. v s. (podil tuku v susin€) 45 % nebo i1 vy$sim. Mezi nejzname;j-
$i zastupce této skupiny mekkych syrt patii Camembert, Hermelin, Brie a Coulomier [6,

30].
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3.7.2 Syry s plisni v tésté

Pro tyto syry je typicka lipolyza mlécného tuku pfi zrani. Z tohoto diivodu se homogenizuje
smetana, kterou se standardizuje mléko. U téchto syrt se provadi syfeni pii 31 °C a trva 60
min. Délka zpracovani syieniny je 40 min. Do syrového zrna se oc¢kuje suspenze Penicillium
roqueforti a malé mnozstvi soli. Po vykapani a vysoleni se syry soli bud’ na sucho, nebo
v solné lazni. Tyto syry zraji pti teploté 9 -12 °C a pfti vysoké relativni vlhkosti (> 90%). Na
pocatku zrani mize byt teplota vyssi a pak se postupné snizuje. Aby se usnadnil riist plisné,
syry se propichuji sadou jehel. Celkova doba zrani je 5-8 tydnt. Po uplynuti této doby se
z povrchu syril odstrani maz poptipadé¢ plisent a bali se do hlinikové folie. Syry se déle skla-
duji v nizkych teplotach. NejpodstatnéjSimi slozkami aromatu plisnovych syrt jsou 2-
heptanon, 2-nonanon a dal$i methylketony. Syry s plisni v tésté jsou na rozmezi polotvrdych
a me¢kkych syrt. Vyznamnym piedstavitelem této skupiny syri je Roquefort, ktery se vyrabi

z ov¢iho mléka. DalSimi zastupci jsou Niva, Danablue, Stilton a Gongonzola [10, 25, 31].
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4 CISTE MLEKARSKE KULTURY VYUZiVANE PRI VYROBE PLiSNOVYCH
SYRU

Syratské kysaci kultury maji sviij pivod hlavné v mléce. Naproti tomu dalsi podstatna sku-

pina syraiskych kultur, tzv. zracich, se dostava do vyrobniho procesu vétSinou davkovanim

¢isté kultury bud’ pfimo do mléka nebo az dodatecné v pribéhu zpracovani syfeniny syra

nebo samovolng ze zraciho prostiedi a zatizeni syrarny, s nimz piijdou syry do styku. Hlav-

nimi druhy zracich kultur jsou kultury plisnové [22].

4.1 Rokforska kultura

Kultura Penicillium roqueforti je plisen, kterd je typicka pro rokforsky syr. U nas se syry
rokforského typu vyrabi z kravského mléka za spoluptisobeni bakterii mlééného kvaseni
(zakladni kultury Lactococcus lactis) a plisnové kultury Penicillium roqueforti. Na jakosti

plisnoveé kultury vyznamné zavisi dobré vysledky veskery vyroby syru Niva [22, 32].

Penicillium roqueforti ma asymetrické plodnice, na nichz vyrastaji konidie velikosti 4,0 az
5,0 um. Plodnicova vlakna jsou Siroka asi 4,2 um a dlouha 35 az 45 um. Konidiofory jsou
dlouh¢é 200 az 300 um. Penicillium roqueforti roste dobfe na sladové a sladinové agarové
zivné pude, na syrovatkovém agaru s kvasniénym autolyzatem i na ptidach obdobného slo-
zeni, kde byl agar nahrazen Zelatinou. pH prostfedi se upravuje na hodnotu 5,6. Kmen Pe-
nicillium roqueforti ma né¢kolik morfologicky a fyziologicky odliSnych variant. V podstaté
to vSak byvaji dva zakladni odlisné typy. Prvni varieta tvoii kolonie okrouhl¢, ohrani¢ené
myceliem, bilé az nazloutlé barvy. Po ukoncené sporulaci je barva trdvove zelena. Tato vari-
eta miva obvykle silnou lipolytickou, ale slabsi proteolytickou aktivitu. Druh4 varieta vytva-
i1 kolonie, které jsou nepravidelné rozlézavé s myceliem bilym az naZloutlym, které u starsi
kultury tmavne. Jakmile se vytvofi spory, kolonie druhé variety dostavaji modrozeleny na-
dech. Tato varieta miva slabsi lipolytickou, ale silnou proteolytickou aktivitu. Kultura Peni-
cillium roqueforti roste dobfe pfi relativni vlhkosti prostfedi vyssi nez 70 %. Optimélni tep-
lota rlistu je mezi 15-23 °C. Dobry riist je mozné pozorovat i pfi teplotach nizsich 5 az 7°C.
Penicillium roqueforti je mén€ naro¢né na kyslik neZ ostatni plisné, pfesto vyZaduje mini-
malni ptitomnost 5 % kysliku. Jestlize je v prostfedi obsah soli vyssi nez 4 % rlst se zpoma-

luje [22, 32].
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Kultura Penicillium roqueforti se péstuje na chlebovych kostkach, strouhané zemlovce a
agarové pudé. Nejrozsitenéjsi zpisob péstovani téchto expedi¢nich kmenl je na polotuhé
agarové pude a ma vyhody proti predchozim metodam v jednoduchosti vizualniho posouze-
ni porostu plisn€ i v zavedeném zplsobu pouzivani plisiovych kultur pii vyrob¢ syrii. Na
chlebovych kostkach a mleté Zemlovce ma kultura po ukonceni kultivace zelenou nebo
modrozelenou barvu a pfi tfepani siln€ prasi. V jednom gramu suSené plisn€ je obsazeno 2

az 12 x 10° spor [22, 32, 33].

Na sladové agarové piidé musi mit kultura homogenni porost zelené nebo modrozelené bar-
vy, bez tvarovych a barevnych anomalii. Na porostu plisn¢ je mikroskopicky ziejma vrstva

spor. V jedné lahvidce byva 10 az 13 x 10° spor [22, 32].

Penicillium roqueforti péstované jakymkoliv z uvedenych zptisobli musi vykazovat dobrou
proteolytickou a lipolytickou aktivitu. Po naoc¢kovani na sladovy agar s mlékem musi po
sedmidenni kultivaci pii teploté 23 °C rozlozit mlé¢nou bilkovinu pod celou kolonii. Kultura
péstovana na chlebovych kostkach nebo na strouhané Zemlovce a lyofilizovana si uchovava

svoji Zivotaschopnost po dobu 6 az 9 mésict [22, 32].

Na polotuhé pudé si Penicillium roqueforti udrzi aktivitu 3 mésice ode dne vyroby, je-li

kultura ulozena pii teploté 5 az 10 °C a v temnu [22, 32].

4.2 Camembertska kultura

Kmeny Penicillium camemberti a Penicillium caseicolum slouzi k vyrob¢ plisiiové kultury
pouzivané k vyrob¢ syra s povrchovym plistovym porostem. Tyto plisn€, kromé bakterial-
nich kultur (zdkladni kultury Lactococcus lactis), zabezpe€uji svoji lipolytickou
s proteolytickou ¢innosti vhodny pribeh zrani syrti typu camembert. Plisobenim produko-
vanych enzymu ptispivaji ke vzniku poZzadovanych chutovych a aromatickych latek vyznac-
nych pro tuto kategorii syri. Kmeny pouzivané k ptipravé plisnové kultury jsou originalni
francouzské kultury popf. kmeny izolované z origindlnich francouzskych syrti camembert

[22, 32].

Penicillium camemberti je kultura, ktera tvoii na sladovém agaru pfi teploté 18 az 23 °C za
7 dni kolonie velikosti 2 az 3 cm. Tyto kolonie jsou vlnité, vétSinou bilé, ve starsich kultu-
rach jsou malinko nasedlé. Spodni ¢ast kolonie miiZze byt bezbarva nebo bled¢ zlutd a kré-

move zluta. Viné plisn€ je Zampidnova, ¢asteCné zatuchld a pripominajici bramborové lus-
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ky. Konidiofory jsou 250 az 600 pm x 2,5 az 3,5 um velké, vyrQstaji-li ze substratu, nebo
40 az 200 pm dlouhé vyrustaji-li ze vzdusnych hyf. Vétve jsou velké 12 az 18 pum x 2,2 az
3,4 um. Metuly byvaji dvé az tfi ve skupiné o velikosti 9 az 14 pm x 2,2 az 3,2 um. Sterig-
mata jsou obvykle ve skupinach po dvou az péti o velikosti 9 az 14 um x 2,2 az 2,8 pm.
Konidie maji elipsovity tvar, pozdé&ji ho maji kruhovy o velikosti 3,5 az 5,0 um x 3,0 az 4,5
um [22, 32, 33, 34, 35].

Penicillium camemberti se vyznacuje dobrou lipolytickou aktivitou a zarovei silnou proteo-
lytickou ¢innosti, kdy dochazi k rozkladu mlé¢né bilkoviny ptes albumosy a peptony az na
aminokyseliny a amoniak. Rust na Czapek-Doxové agaru je pomalejsi oproti ristu na slado-

vém agaru, ale morfologicky jsou kolonie obdobné [22, 32].

Penicillium caseicolum tvofi kolonie na sladinovém agaru po sedmi dnech kultivace pfi
pokojové teploté veliké 2,0 az 2,5 cm. Jsou bilé nebo patrné naZloutlé, nékdy azZ lehce narti-
zoveélé. Maji vatovity vzhled a uprostied jsou zdvizené. Jsou asi 2 az 3 mm vysoké, mirné
vrascité. Spodni Cast kolonii je bélava az nazloutld a paprscité zvinéna. Konidiofory vyrusta-
jici z mycelia a jsou 400 az 450 um dlouhé, vyrtstaji-li ze substratu, nebo 50 az 100 pm
dlouh¢ vyrustaji-li ze vzdusnych hyf. Byvaji 3 az 4 tlusté. Penicillia jsou asymetricka a ne-
pravideln¢é vétvena 60 az 85 um dlouhd. Maji po dvou az tfech metulach a sterigmatech.
Vétve byvaji 15 az 30 um x 3 az 4 um velké, metuly 8 az 12 um x 2,5 az 3,0 sterigmata 10
az 13 um x 3,3 az 4,5 um. Kultura Penicillium caseicolum méa dobrou proteolytickou a
lipolytickou aktivitu. Proteolyticka aktivita je zde vyssi jak u Penicillium roqueforti. Viné

je Zampidnova, kterd pozdéji pfipomind bramborové slupky [22, 32].

Expedicni kulturu camembertské plisn€ tvoii smés kment Penicillium camemberti a Peni-

cillium caseicolum [22, 32].

V pribéhu kultivacni doby vyroste na zemlovych kostkach sn¢hobily nebo slabé nazloutly
vatovity povlak, ale u kmenu Penicillium caseicolum je tento povlak lehce nartizovély. Ze-
mlové kostky musi byt od sebe jednoduse oddélitelné a sporulace musi byt znatelna. Kultura
musi vykazovat dobrou proteolytickou a lipolytickou aktivitu, tzn., Ze kolonie vyrostlé¢ na
sladovém agaru musi pod celou kolonii vykazovat po sedmi dnech kultivace pfi teploté 23

°C rozloZenou mléc¢nou bilkovinu [22, 32].
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Viné plisné je taktéz zampionova, Castecné zatuchld a pfipominajici bramborové slupky,
Spodni vrstva kolonii na sladovém agaru je bélava, mize byt bled¢ zlutd nebo dosahuje ne-

jintenzivnéjsiho zlutého zbarveni [22, 32].
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5 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou dulezité dusikaté latky, alifatické, aromatické nebo heterocyklické ba-
ze, které jsou odvozeny od aminokyselin, vykazujici rizné biologické ucinky, nebot

v zivoc¢isnych tkénich a rostlinnych pletivech plni rizné funkce [36, 37, 38].

5.1 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji z aminokyselin ptisobenim dekarboxylas obsahujicich jako kofaktor
pyridoxalfosfat nebo z aminokyselin a karbonylovych slouc¢enin plisobenim transaminas [36,

39].

Endogenni biogenni aminy jsou produkty metabolismu a v nizkych koncentracich jsou pfi-
rozenou slozkou prakticky vSech potravin. Exogenni biogenni aminy vznikaji v potravinach

v diisledku mikrobialni kontaminace a také pii kvasnych procesech [36, 40].

Z histidinu vznikd histamin (histidindekarboxylasa), z tyrosinu tyramin (tyrosindekarboxy-
lasa) a tryptofanu (dekarboxylasa aromatickych aminokyselin zndma také jako dopadekar-
boxylasa nebo tryptofandekarboxylasa) vznikaji dopamin, resp. tryptamin. Dekarboxylace
lysinu (lysindekarboxylasa) poskytuje kadaverin (1,5-diaminopentan), z ornitinu (tvofi se
z argininu pusobenim arginasy) vznika puisobenim ornithindekarboxylasy putrescin (1,4-

diaminobutan) [36, 41].

5.2 Struktura a vyskyt

vyskytuji téméf ve vSech potravinach jako bézné produkty metabolismu. Ve vy$§im mnoz-
stvi se nachazeji ve fermentovanych vyrobcich (napt. syry), kde vznikaji mikrobidlni konta-
minaci. V nizkych koncentracich jsou nezbytné pro mnoho fyziologickych funkci, jako jsou

regulace télesné teploty, objem Zaludku, Zalude¢ni pH a ¢innost mozku. [36, 42, 43].

H NH;

Obrazek 1: Tryptamin
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Obrazek 2: Kadaverin
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Obrazek 3: Putrescin
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Obrazek 4: Tyramin
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Obrazek 5: Histamin [36]

Tabulka 2: Vyznamné mikroorganismy v syrech produkujici biogenni aminy [36]

Potravina

Mikroorganismy

Produkované aminy

Syry

Lactobacillus buchneri,
L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. planta-
rum, L.casei, L. aci-

dophilus, Enterococcus

faecium, Propionibacte-

rium spp.

Histamin, kadaverin,

putrescin, tyramin, tryptamin




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

V syrech byvaji hlavnimi zéastupci biogennich aminti: histamin, kadaverin, putrescin a tyra-
min. Obsah biogennich amind vzristd pfi vyrobé nékterych syrii, a to zejména zrajicich.
Tento nartst je zfejmy hlavné v pocatecnich fazich fermentace vyrobku a je zavisly na druhu
pritomnych mikroorganismt. Pfi zrani syr dochdzi k vyrazné tvorbé biogennich amini
zejména v provozech s nevyhovujici hygienickou trovni, tedy piisobenim kontaminujici mi-
krofléry. Pti dobré technologii a dodrzovani spravnych hygienickych zasad obsahuji 1 dlou-

hodobé zrajici syry pomérné mald mnozstvi biogennich amini [36, 44].

5.3 Biologické ucinky

Biogenni aminy jsou pro organismus nepostradatelné, ale ve vysokych koncentracich se

mohou projevovat jako latky:

e psychoaktivni aminy - ptisobi jako pfenaseci v centralnim nervovém systému
e vasoaktivni aminy- plusobi pfimo nebo nepiimo na vaskularni systém. Vasoaktivni
aminy mizeme podle u¢inku rozdélit:
o vasokontrabilni aminy (napf. tyramin)

o vasodilatacni aminy (napf. histamin)

Symptomy konzumace vysokych davek biogennich aminti jsou zvraceni, dychaci potize,
poceni, buseni srdce, hypotenze (histamin) nebo hypertenze (tyramin) a migrény (tyramin).
Hlavnimi enzymy, které ve stievech odbourdvaji biogenni aminy, jsou monoaminoxidasa a
diaminooxidasa. Pfitomnost biogennich aminii, je dilezita nejen z toxikologického hlediska,

ale mize byt také pouzit jako ukazatel znehodnoceni [36, 37, 45, 46].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE
Cilem bakalaiské prace bylo stanoveni obsahu biogennich aminii ve vybranych plisiovych
syrech. Tyto vyrobky byly zakoupeny v b&zné obchodni siti v CR.
Cilem teoretické ¢asti prace bylo:
e definovat jednotlivé druhy plisnovych syrt a popsat jejich vyrobu,
e charakterizovat biogenni aminy,
e popsat vyskyt biogennich amini v plisnovych syrech
Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo:
e v obchodni siti zakoupit vzorky plisnovych syrt,
e provést mikrobiologickou analyzu plisiovych syrt,
e stanovit obsah biogennich amint ve vzorcich syrt,

e na zaklad¢ vysledkii formulovat zavéry.
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7 MATERIAL, POMUCKY A METODY

7.1 Charakteristika vzorku

V bakalaiské praci byl stanoven obsah osmi biogennich aminti (tryptaminu, fenyletylaminu,
putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu) u 15 vzorkt plisiio-
vych syrt. U 9 vzorki se jednalo o plisiové syry s bilou plisni na povrchu a u zbyvajicich 6
vzorkll o plisiiové syry s modrou plisni v tésté. V tabulce ¢. 3 jsou uvedeny zakladni tdaje
vyse uvedenych zkoumanych syri. VSechny vyrobky byly pfirodni, bez pfichuté. Syry byly
zakoupeny v b&zné obchodni siti v CR a v obdobi mezi mikrobiologickou a analyzou a ana-

lyzou biogennich amini byly skladovany pfi teploté min. -18°C.

Tabulka 3: Charakteristika analyzovanych vzorkt syra

Oznaceni vzorku Druh syra Obsah tuku Obsah tuku v
(% w/w) suSiné (% w/w)
Al s plisni na povrchu 26,4 48
A2 s plisni na povrchu 51 60
A3 s plisni na povrchu 60 50
A4 s plisni na povrchu 23 46
AS s plisni na povrchu 49 43
A6 s plisni na povrchu 52 46
A7 s plisni na povrchu 31 50,5
A8 s plisni na povrchu 22,5 45
A9 s plisni na povrchu 28 49,5
B1 s plisni v tésté 52 50
B2 s plisni v téste 50 52
B3 s plisni v téste 31 53
B4 s plisni v téste 48 48
BS s plisni v téste 50 52
B6 s plisni v téste 50 53
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7.2 Mikrobiologicka analyza testovanych syri

7.2.1

7.2.2

Pouzité zatizeni a pomicky

Autoklav Systec 2540 EL

Automatické mikropipety Biohit (rtizného objemu)
Bakteriologické klicky

Biologicky termostat Memert INE 600

Chladnicka Elektrolux

Laboratorni pfedvazky KERN

Laboratorni sklo (kadinky, Petriho misky, zkumavky)
Eppendorfkové mikrozkumavky

Vortex Heidolph Reax

Termostat (teplota 30 °C, 37 °C a 38 °C)

Testované mikroorganismy

Pro mikrobiologické stanoveni vybranych skupin mikroorganismi ve vzorcich syrt byly

pouzity kultiva¢ni piidy uvedené v tabulce 4 — Plate Count Agar (PCA), Endtv agar (EA),
Agar M17, MRS agar, Slanetz-Bartley agar (SB) a CHYGA (agar s chloramfeniikolem,

glukosou a kvasnicnym extrakterm).

Tabulka 4: Kultivacni ptdy a typ stanovovaného mikroorganismu

PCA celkovy pocet MO (CPM)
EA celed’ Enterobacteriaceae
SB enterokoky

M17 mlécné koky

MRS laktobacily

CHYGA kvasinky a plisn¢

Pro potlaceni ristu plisni byl do vSech pid s vyjimkou CHYGA ptidan cykloheximid

(Actidione, Sigma-Aldrich) v koncentraci 50 mg/l. Pfislusné navazky jednotlivych pud,
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véetné antifungalniho cykloheximidu, byly poté rozpustény v daném mnozstvi destilované

vody a poté sterilizovany v autoklavu pii teplto€¢ 121 °C po dobu 30 minut. Nasledné byly

pudy rozlity na Petriho misky (objem cca 20 ml).

7.2.3

SloZeni Zivnych médii

Plate Count Agar (PCA, HiMedia)

SloZeni (mnozstvi jednotlivych sloZzek uvedeno na jeden litr ptidy):

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5,0 g
Kvasni¢ny extrakt 2,5 g

Glukosa 1,0g

Agar 15,0g

Enduv Agar (EA, HiMedia)

SloZeni (mnozstvi jednotlivych slozek uvedeno na jeden litr ptidy):

Pepton 10,0 g
Hydrogenfosforecnan draselny 3,5 g
Laktosa 10,0 g

Sifi¢itan sodny 2,5 g

Fuchsin 0,5 g

Agar 150 g

Slanetz-Bartley Agar (SB, HiMedia)

Slozeni (mnoZstvi jednotlivych slozek uvedeno na jeden litr pidy):

Tryptosa 20,0g

Kvasni¢ny extrakt 5,0g

Dextrosa 2,0g

K,HPO, 4¢g

Azid sodny 0,4g

TTC (trifenyltetrazolium chlorid) 0,1g
Agar 150 g
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M17 Agar (Oxoid)
Slozeni (mnozstvi jednotlivych slozek uvedeno na jeden litr ptidy):

e Tryptosa5,0g

e Sojovy pepton 5,0 g

e Masovy pepton 5,0 g

e Siran hofecnaty 0,25 g

e Di-sodium-glycerofosfat 19 g
e Laktosa5,0g

e Agarl50¢g

MRS (De Man Rogosa Sharpe Agar; HiMedia))
SloZeni (mnozstvi jednotlivych slozek uvedeno na jeden litr ptidy):

e Masovy pepton 10,0g

e Hovézi extrakt 10,0g

e Kvasni¢ny extrakt 4,0g

e Dextrosa 20,0g

e Hydrogenfosforecnan (di)draselny 2,0g
e Polysorbat 80 1,0g

e Citran amonny 2,0g

e Octan sodny 5,0g

e Heptahydrat siranu hote¢natého 0,1g

e Tetrahydrat siranu manganatého 0,05 g

e Agar 15,0g
Agar s glukosou, kvasni¢nym extraktem a chloramfenikolem (CHYGA)
Slozeni (mnozstvi jednotlivych slozek uvedeno na jeden litr pidy):

e Kvasni¢ny extrakt 5,0 g
e Dextrosa 20,0 g

e Chloramfenikol 0,10 g
e Agarl3,0g
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Fyziologicky roztok (0,9 % roztok NaCl)

Chlorid sodny (NaCl)............... 9,0g
Voda......ooooviiiiiiiiii, 1000ml
Ptiprava:

Navazka chloridu sodného byla rozpusSténa v 1000 ml destilované vody a poté byl fyziolo-

gicky roztok sterilizovan v autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 30 minut.

7.2.4 Priprava vzorku syri a metodika jednotlivych stanoveni

Pti odbéru jednotlivych plisniovych syrta byly pouzivany sterilni pomticky. Z kazdého vzorku
bylo za aseptickych podminek navdzeno do polyetylenového saCku mnozstvi syru v rozmezi
5 az 6 g. K navéaZce byl pfidan 9 nasobek sterilniho fyziologického roztoku. Obsah sacku
byl ditkladné homogenizovan ve Stomacheru a oznaéen jako fedéni 10™. Ze suspenze byla
ve fyziologickém roztoku vytvofena fada desitkového fedéni az do fedéni 10°. Podminky
Gpravy vzorkll a piipravy vychozi suspenze a desitkového fedéni jsou dany normou CSN
EN ISO 6887 [47], ktera je Ceskou verzi evropské normy EN ISO 6887-1:1999 [48]. Pocet

misek pro jednotlivé vzorky, piidy a fedéni jsou znazornény v nasledujici tabulce.

Tabulka 5: PocCet misek jednotlivych fedéni pro konkrétni vzorky

Typ pidy PCA EA SB M17 MRS  CHYGA

Pouzité 100 2x 10" 2x

Fedéni/potet 10° 2x 10° 2x 107 2x

misek 55 5 10° 2x 107 2x 107  2x
0% 2x 10" 2x 10* 2x 10* 2x
10°  2x 10° 2x 10° 2x 10° 2x

Na Petriho misky s pfislusnou ptidou bylo asepticky naockovano mikropipetou 0,1 ml vzor-
ku ptislusného fedéni. Inokulat byl rozetten sterilni hokejkou po celém povrchu pudy. Na-

ockované plotny byly vlozeny do termostatu dnem vzhiru, aby se zabranilo piipadnému
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stékani zkondenzované vody na povrch zivné pudy. Kultivace v termostatu trvala ptislusnou

dobu pfi teploté vhodné podle typu mikroorganismu, ktery byl stanovovan (viz. Tabulka 6).

Tabulka 6: Inkuba¢ni podminky pro jednotlivé kultivacni ptidy

Kultivaéni teplota

)
EA 37 24
SB 37 48
M17 37 48
MRS 37 48
CHYGA 20 120

7.2.5 Odecitani vysledki

Po prislusné dobé¢ kultivace byly spocitany kolonie, které na miskach vyrostly a pocet vyros-
tenych mikroorganimi byl pfepocitana na KTJ/g. Pii vlastnim vypoctu poc¢tu mikroorga-
nisml N se postupovalo nasledovné:

Petriho misky stejné¢ho fedéni

Pouziji-li se pro vypocet dvé (ptipadné vice) Petriho misky stejného fedéni, vysledny pocet
mikroorganismil se vypocita podle vzorce:

~¢fn

d.V

kde:

N- po&et mikroorganizmii [KTJ.ml" nebo KTJ.g"]

Yc- soucet vSech kolonii na vSech plotnach pouzitych pro vypocet
n- pocet ploten pouzitych pro vypocet

d- ptislusné pouzité fedéni

V- objem ockovaného inokula (pipetovaného vzorku) [ml]
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Dvé¢ Petriho misky po sobé jdouciho fedéni
Pouziji-li se pro vypocet dvé misky po sob¢ jdouciho fedéni, vysledny pocet mikroorganiz-
mil se vypoc¢ita podle vzorce:

c
TV (n; +0,1n,).d

N

kde:

N- podet mikroorganizmti [KTJ.ml" nebo KTJ.g"']

Yc- soucet vSech kolonii na vSech plotnach pouzitych pro vypocet
n;- pocet ploten prvniho fedéni pouzitych pro vypocet

ny- pocet ploten druhého fedéni pouzitych pro vypocet

d- fedici faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet pouzitému fedéni

V- objem ockovaného inokula (pipetovaného vzorku) o¢kovaného na kazdou plotnu [ml]

7.3 Stanoveni biogennich amint

7.3.1 Pristroje a pomucky

- Lyofilizator ALPHA 1-4 LSC (CHRIST)

- Hlubokomrazici box MDF-U3286S (Sanyo)

- Automatické mikropipety Biohit

- Analytické vahy A&D GH-200 EC

- Odstredivka EBA 21 (Hettich)

- Ttepacka Biosan

- Vortex Heidolph Real

- Laboratorni sklo (odmérné baniky 25 ml, derivatiza¢ni nadobky, filtra¢ni nalevky) a

plasty

- Zafizeni pro deionizaci vody

7.3.2 Chemikalie

- 0,6 M HCIO, (Sigma-Aldrich)
- 1,7-heptandiamin v koncetraci 500 mg/1 (Sigma-Aldrich)
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- dansylchlorid o koncetraci 5 g/l v acetonu (Merck)
- roztoku prolinu (Sigma-Aldrich)

- heptan (Sigma-Aldrich)

- acetonitril (Sigma-Aldrich)

- 0,5 M NaHCO; (Merck)

- Na,CO; (Merck)

- K,COs5 (Merck)

7.3.3 Priprava vzorku syri pro stanoveni biogennich amini

Nejprve byl kazdy vzorek rozkrajen na drobné Casti a poté zhomogenizovan promichanim.
Nasledné byly zvazeny prazdné hlinikové misky. Poté bylo do misek navazeno 25— 40 g
vzorku. Misky se vzorky byly umistény na 24 hodiny do mraziciho boxu s teplotou -80 °C.
Nasledné byly vzorky umistény do lyofilizatoru a lyofilizovany. Lyofilizované vzorky byly
zvazeny a rozmélnény na praSek. Rozmélnéné vzorky byly az do dalsi faze analyzy usklad-

nény v uzavienych igelitovych saccich v mrazicim zatizeni.

Takto ptipravené vzorky byly podrobeny derivatizaci pomoci dansylchloridu. Do 15 ml
zkumavky byl navazen 1 g rozmélnéného vzorku, ke kterému bylo pfidano 10 ml 0,6 M
HCIO, (Sigma-Aldrich). Obsah zkumavky byl promichan pomoci vortexu a umistén na labo-
ratorni tfepacku, kde byl 30 minut tfepan. Nasledné byly zkumavky odsttedény pii 6000

otaCkach po dobu 20 minut.

Supernatant byl pielit do odmérné batiky o obsahu 25 ml. K sedimentu bylo napipetovano 7
ml 0,6 M HCIO,4, vzorek byl opét promichan na vortexu a tfepan 20 minut na tiepacce.
Zkumavky byly 20 minut odstfed’ovany pii 6000 otackach a supernatant byl pfidan do od-
mérnych zkumavek. K sedimentu bylo pfidano dalSich 7 ml 0,6 M HCIO,. Postup tfepani a
odstted’ovani byl zopakovan. Supernatant byl pielit do 25 ml odmérnych ban€k a mnoZzstvi

roztoku v nich bylo doplnéno 0,6 M HCIO4 po rysku

Suspenze byla a prefiltrovana ptes papirovy filtr a 1 ml vzorku byl odpipetovéan do derivati-
zacni nadobky. Z kazdé odmérné baiky byly stejnym zplisobem pfipraveny 3 derivatizacni
nadobky (3 paralelni stanoveni). Podle Daddkové a kol [25, 27] bylo ke vzorku do kazdé
derivatizacni nddobky pfidano 100 pl vnitiniho standardu (1,7-heptandiamin v koncentraci

500 mg/1), 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,1-11,2 a 2 ml Cerstvé ptipraveného rozto-
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ku dansylchloridu o koncentraci 5 g/l v acetonu (Merck). Pufr o pH 9,2 byl pfichystan smi-
chanim 50 ml roztoku A (0,5 M NaHCO;; Merck, SRN) a 12 ml roztoku B (0,5 M Na,CO;;
Merck). Poté bylo v pufru rozpusténo 16,65 g K,CO; (Merck) a vysledné pH bylo upraveno
na vyslednych 11,1-11,2. Derivatiza¢ni nadobky byly uzavieny a tfepany v temnu po dobu
20 hodin.

Po 20 hodinach bylo ke vzorkiim pfidano 200 pl roztoku prolinu (Sigma-Aldrich), vzorky
byly dobfe uzavieny a tiepany dalsi 1 hodinu. Poté byly ke vzorkiim ptidany 3 ml heptanu
(Sigma-Aldrich) a byly 3 minuty dobfe ru¢né prottepavany. Po ustaleni heptanové vrstvy
z ni byl odpipetovan 1 ml do vialky. Heptan byl pod proudem dusiky pfi teploté 60 °C od-
pafen. Suchy odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Poté byl uchovavan
do doby analyzy v mrazicim zatizeni pti teplotach pod -18 °C. Bezprostiedné pted analyzou
byl piefiltrovan pies stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um. Takto ptipravené vzorky byly
davkovany do chromatografického systému [49, 50, 51].

7.3.4 Chromatografické stanoveni biogennich amini

Pfedchozim postupem bylo ziskano 45 vzorkt (15 vzorki, kazdy derivatizovan paralelné
3x) ptipravenych k analyze pomoci HPLC. Vzorky byly umistény do pfistroje, kde byly
automaticky davkovany do kolony a separovany gradientovou eluci podle Sméla a kol. [52]
(kolona Cogent HPS C18 s rozméry 150x 4,6 mm a velikosti ¢astic 5 m, Cogent USA; ter-
mostat kolon Agilent 1260 Infinity, UV/VIS DAD detektor Agilent 1200, Agilent Techno-

logies; binarni pumpa a autosampler LabAlliance).

Dansylderivaty biogennich aminti byly detekovany spektrofotometricky UV zafenim o vIno-

vé délce 254 nm.

Vysledné chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci programu Clarity a kalibra¢nich kiivek

ziskanych analyzou smési standard.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni po¢tu mikroorganismii

V nésledujici ¢asti budou vyhodnoceny pocty mikroorganismi ptitomnych v jednotlivych
vzorcich. Vzorky byly rozdéleny do skupin A a B. Prvni skupina zahrnuje 9 vzorki (Al-
A9) a druha skupina 6 vzorki (B1-B6). Vysledky poctu mikroorganismil jsou vypocitany
podle vzorct uvedenych v kapitole 7.2.5 a zpracovany do tabulek. V tabulkéch jsou uvede-
ny hodnoty poctu mikroorganismii prepoctené na KTJ/g. Ve vzorcich byly stanovovany na
piislusnych zivnych mediich celkové pocty mikroorganismii (CPM), pocty bakterii Celedi
Enterobacteriaceae, poCty enterokoki, laktokokt, laktobacilli, kvasinek a plisni. Rod Ente-
rococcus je schopen tvofit biogenni aminy. Tvorba biogennich amind je pfedevs§im ovlivné-

na riistovou fazi bunek, tedy mnozstvim a aktivitou téchto bakterii v médiu [53].

Podle celkového poctu mikroorganismii miizeme posuzovat uroven hygieny, jelikoz CPM je

obecné povazovan za indikator hygienické jakosti.

8.1.1 Pocty mikroorganismii ve vzorcich syra s plisni na povrchu

Tabulka uvadi vysledné pocty mikroorganismt ve vzorcich skupiny A.

Tabulka 7: Vysledky po¢tu mikroorganismti ve vzorcich syra skupiny A

Vzorky Pocty mikroorganismi KTJ/g

skupiny | CPM | enterobakterie | enterokoky | laktokoky | laktobacily | kvasinky a
A plisné
Al |28.10° <10 <10 5,1.10° 1,0.10° <10
A2 0 <10 <10 3,5.107 1,4.10° 1,7.10°
A3 [28.10 <10 <10 2,9.107 4,2.10’ 1,3.107
A4 [22.10 <10 2,0.10* 1,9.10 2,3.10 2,0.10’
A5 0 <10 <10 <10 <10 3,8.10°
A6 |3,7.10 <10 2,6.10° 2,2.10° 1,4.10° 1,1.10°
A7 4510 <10 <10 1,1.10° 1,5.10° 5,7.107
A8 0 <10 <10 <10 2,8.10° 1,0.10°
A9 0 5,7.10° <10 2,1.10° 2,6.10° 1,2.10°
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Skupina A zahrnovala 9 vzorkl syrt s plisni na povrchu. Celkové pocty mikroorganismu se
u vzorkdl pohybovaly v fadech 10°-10" KTJ/g. Enterobakterie byly spoéitany pouze u vzor-
ku A9, a to v podtu 5,7.10° KTJ/g. Pocet enterokoki byl zjistén pouze u vzorku A4 a A6.
Poéty bakterii mlééného kvaeni byly zjistény v fadech 10°-10° KTJ/g (mlééné koky) a a
10°-10° KTJ/g (laktobacily). Mnozstvi kvasinek a plisni se pohybovalo v fadech
10°-10°KTJ/g.

8.1.2 Pocty mikroorganismii ve vzorcich syra s plisni uvniti hmoty

Tabulka uvadi vysledné poc¢ty mikroorganismti ve vzorcich skupiny B. Skupina B zahrnova-
la 6 vzorkl syrt s plisni uvniti hmoty. Celkové pocty mikroorganismii u vzorkd skupiny B
byly vy3i neZ u skupiny A a pohybovaly se v fadech 10°-10° KTJ/g. P¥itomnost enterobak-
terii byla zjiSténa pouze u dvou vzorkll a to B1 a B3. U vzorku B1 byl stanoven pocet
2,9.10° KTJ/g a u vzorku B4 2,2.10° KTJ/g. Enterokoky nebyly stanoveny u vzorka Bl a
B2, ale u ostatnich se jejich poéty pohybovaly v fadech 10°-10” KTJ/g. Poéty bakterii mlég-
ného  kvaseni (mléénych  kokli 1  laktobacill) byly zjistény v fadech
10°-10 *KTJ/g. Pocet kvasinek a plisni se pohyboval v rozmezi 10°-10° KTJ/g s vyjimkou

jednoho syru (B6), u kterého byl zjiStén maly narast kvasinek a plisni.

Tabulka 8: Vysledky po¢tu mikroorganismt ve vzorcich skupiny B

Vzorky Pocty mikroorganismu KTJ/g

skupiny [ CPM | enterobakterie | enterokoky | laktokoky | laktobacily | kvasinky a
B plisné
B1 |2,13.10° 2,9.10° <10 1,1.10° 5.2.10° 1,2.10°
B2 <10 <10 <10 <10 <10 4,2.10°
B3 1,7.10° <10 3,8.10 1,6.10 1,5.107 7,2.107
B4 2,2.10° 2,2.10° 2,8.10° 1,3.10° <10 3,1.10°
B5 3,5.10° <10 1,8.10° <10 <10 1,7.10°
B6 6,5.10° <10 2,8.10° 4,7.10° 2,0.10° <10

Obecné lze fici, Ze celkové pocty mikroorganismi u vzorkll skupiny A se pohybovaly
v niz8ich fadech nez u vzorki skupiny B. Pfitomnost enterobakterii nebyla u vétsiny vzorki

syri obou skupin zjiSténa. Pocet enterokokti byl u syrti s plisni na povrchu zjistén v rozmezi
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10*-10° KTJ/g a syri s plisni uvnité hmoty v rozmezi 10°-10” KTJ/g. Hodnoty poétu mléé-
nych kokt byly u obou analyzovanych skupin plisiovych syrti zji§tény v fadech 10°-10°
KTJ/g. V ptipadé¢ mléénych tycinek byly u syra skupiny A zjistény hodnoty o jeden az tii
fady vyssi nez u syra skupiny B. Kvasinky a plisné byly zjistény u obou skupin v fadech 10°-
10° KTJ/g.

8.2 Vysledky analyzy biogennich amini

V bakalaiské praci byl sledovan vyskyt a zaroven jednotlivé obsahy osmi biogennich aminti
u 15 vzorkt plistovych syrii. Vzorky byly hodnoceny ve 2 skupindch (A-B). Obsah jednot-
livych biogennich amini byl zjiStovan pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Celkové mnozstvi BA kolisalo od 46,37 mg/l aZ po 548,13 mg/kg.

8.2.1 Obsah biogennich aminii ve vzorcich syri s plisni na povrchu
Skupina A obsahovala 9 vzorka syrii s plisni na povrchu. Tyto syry patii do skupiny slad-

kych syrt. K vyrobé téchto syrt bylo pouzito pasterované¢ mléko, smetana, jedla stl, mlé-

katska kultura a plisiova kultura Penicillium candidum.

Tabulka 9: Obsah putrescinu, kadaverinu, tyraminu, spermidinu a sperminu v syrech s plisni

na povrchu (skupina A, vzorky 1-9)

Vzorky sku- Mnozstvi jednotlivych biogennich aminia [mg/kg]
piny A Putrescin | Kadaverin | Tyramin | Spermidin | Spermin
Al 15,81+£1,22 ND 20,01+0,78 | ND 38,26+1,09
A2 20,12+1,66 ND 8,81+0,67 [ ND 25,92+2,18
A3 16,89+1,09 ND 10,20+0,84 | ND 33,71+1,40
A4 11,13+0,90 ND 9,13+0,47 | 5,51+0,25 | 23,75+0,71
A5 19.1621.15 ND 11.86+0.48 | ND 23.410.75
A6 16,11+£1,06 ND 16,26+1,45 | ND 38,88+3,08
A7 ND ND 18.09£1.53 | 5.1320.35 | 48.15+0.92
A8 117,52+7,46 | 311,13+9,75 | 35,73+3,06 | 5,97+0,44 | 77,77£2,35
A9 10,26+0,36 ND 11,07+0,68 | ND 25,05+1,27

* Mnozstvi biogennich amint vyjadieno jako primér + smérodatna odchylka (n = 6).
** ND — biogenni amin nedetekovan
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Obsah biogennich amint u vzorki skupiny A je uveden v tabulce 9. Biogenni aminy tyramin
a spermin byly stanoveny ve vSech syrech tohoto typu. Koncentrace téchto dvou biogennich
amini se patrné liSily. Obsah tyraminu v jednotlivych vzorcich se pohyboval v rozmezi
8,81+0,67 az 35,73+3,06 mg/kg. Obsah sperminu v jednotlivych vzorcich se pohyboval
v rozmezi 23,41%0,75 az 77,77+42,35 mg/kg. Naproti tomu tryptamin, fenyletylamin a his-
tamin nebyly detekovany v Zadném vzorku této skupiny. Putrescin byl stanoven ve vSech
vzorcich kromé vzorku A7. U vzorku A8 se hodnota vyrazné odchylovala od ostatnich a
¢inila 117,52+7,46 mg/kg. Naopak kadaverin byl stanoven pouze ve vzorku A8, jehoZ ob-
sah Cinil 311,13+£9,75 mg/kg. Spermidin byl detekovan pouze ve tfech vzorcich A4, A7 a
A8.

8.2.2 Obsah biogennich aminii ve vzorcich skupiny B

Skupina B obsahovala 6 vzork syrii s plisni uvniti hmoty. Tyto syry taktéZ patfi do skupiny
sladkych syrii. K vyrobé téchto syrti bylo pouzito pasterované mléko, smetana, jedla siil,
mlékaiska kultura a plisnova kultura Penicillium roqueforti. Obsah biogennich aminti u

vzorkl skupiny B je uveden v tabulce 10.

Tabulka 10: Obsah putrescinu, kadaverinu, tyraminu, spermidinu a sperminu v syrech s plis-

ni v tésté (skupina B, vzorky 1 — 6)

Vzorky MnozZstvi jednotlivych biogennich aminia [mg/kg]

skupiny | Putrescin | Kadaverin | Tyramin Spermidin | Spermin
B
Bl 6.36:0.12 | 10175046 | 72214423 | 15.40+1.15 | 132.4748.57
B2 11,92+0,94 ND 127,79+4,92 | 8,29+0,59 124,37+2,15
B3 | 23,01=1.74 ND | 87.9652.33 | 8.42:020 | 171.91+4.52
B4 11,04+0,55 ND 40,59+2,33 21,13£1,92 116,95+7,18
B5 5,48+0,24 ND 220,51+11,73 | 10,54+0,78 199,80+13,16
B6 17,89+0,95 ND 66,13+5,06 13,76+0,53 168,12+11,16

* Mnozstvi biogennich amint vyjadieno jako primér + smérodatna odchylka (n = 6).
** ND — biogenni amin nedetekovan

V této skupiné syrit byly ve vSech vzorcich detekovany biogenni aminy putrescin, tyramin,

spermidin a spermin. Obsah putrescinu a spermidinu se pohyboval pfiblizné ve stejnych
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hodnotach. Jejich koncentrace byla zna¢n€ niz§i nez u tyraminu a sperminu. U vzorku B5
bylo dosazeno nejvyssi hodnoty u biogenniho aminu tyraminu, ktery byl detekovan v kon-
centraci 220,51+11,73 mg/kg. Biogenni aminy tryptamin, fenyletylenamin a histamin nebyly

stanoveny v zadném z téchto vzorki.

Tabulka 11: Celkovy obsah biogennich aminii v mg/kg v syrech s plisni na povrchu (skupina
A) a syrech s plisni uvnitf hmoty (skupina B)

Vzorky skupiny Celkovy obsah Vzorky skupiny Celkovy obsah

A biogennich aminu B biogennich aminu
ve vzorku [mg/kg] ve vzorku|[mg/kg]

Al 74,08 B1 236,61

A2 54,86 B2 272,38

A3 60,80 B3 291,30

A4 49,52 B4 189,71

AS 54,43 B5 436,33

A6 272,38 B6 265,90

A7 71,37

A8 548,13

A9 46,37

V tabulce 11 je uveden celkovy obsah biogennich aminti u jednotlivych vzorki syrii skupiny
A. PficemZ nejvyssi mnozstvi biogennich amint 548,13 mg/kg bylo detekovano u vzorku

v

dosazeno u vzorku A9.

Celkovy obsah biogennich amini ve vzorcich skupiny B je taktéZ uveden v tabulce 11.
U vzorku B2, B3, B6 byly zjistény velmi blizké hodnoty pohybujici se v rozmezi 265 — 291
mg/kg. Vzorek B5 dosdhl nejvys§i hodnoty biogennich aminl, kterd Ccinila
436,33 mg/kg.

8.3 Souhrnna diskuze

V této bakalatské praci byla provedena detekce 8 biogennich aminil (tryptaminu, fenylety-

laminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, sperminu, spermidinu) v plisnovych
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syrech pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. K analyze bylo ptfedlozeno 15
vzorkll syri. Stanoveni bylo doplnéno o mikrobiologické vySetfeni vzorklli na pfitomnost
nejbeznéjsich skupin mikroorganismi. Nekteré tyto mikroorganismy se mohou podilet na

produkci biogennich aminti.

Syry predstavuji idealni prostedi pro tvorbu biogennich amini, které vznikaji pfevazné de-
karboxylaci volnych aminokyselin za ptisobeni bakteridlnich dekarboxylaz [39]. Schopnost
tvofit biogenni aminy byla popsdna pro nékteré mikroorganismy zejména Celedi Enterobac-

teriaceae, Pseudomonas spp. [54] a pro bakterie mlécného kvaSeni [55, 56].

Mnohem castéji se biogenni aminy vyskytuji v syrech vlivem sekundarni kontaminace mi-

kroorganismu [57].

V ramci studie Standarové et al. [2] byl monitorovan vyskyt biogennich aminti v plisiovych
syrech. Tyramin se vyskytoval u plisnového syru Hermelin (187 mg/kg). Hladina kadaverinu
u syra Camembert presahla hodnotu 1000 mg/kg. Vysoké hladiny kadaverinu byly rovnéz
detekovany u syru Niva (699 mg/kg). Koncentrace tryptaminu a fenyletyaminu byla u téchto
syrt nizkd nebo nebyla vitbec detekovéana. Spermin a spermidin byly v plisnovych syrech
obsazeny ve vysokych koncentracich [2]. Syry s bilou plisni na povrchu nebo plisni uvnitt
hmoty maji velmi odliSny obsah biogennich aminti. Toto mnoZstvi je znacné variabilni 1

v ramci jednoho druhu syra nebo se mize lisit i v riznych vrstvach syrt [2, 30, 57].

BéZzna mnozstvi biogennich aminti v potravinach a napojich (cca < 100 mg/kg) neptredstavu-
ji pro zdravého ¢loveéka vyznamnéjsi riziko, protoze jsou v lidském stievnim traktu metabo-

lizovéany ¢innosti detoxikac¢nich mikroorganismi [39, 46].

Shalaby navrhl [46], Ze suma histamin + tyramin + putrescin + kadaverin by pro syr nem¢la
piekrocit hodnotu 900 mg/kg. Jestlize, se soucet koncentraci testovanych biogennich aminti
pohybuje nad 200 mg/kg, je jiz mozné ho povazovat za toxikologicky vyznamné mnozstvi
[39, 46].

U vSech 15 vzorki byla stanovena pfitomnost biogennich aminti. Biogenni aminy tyramin a
spermin byly zjiStény u vSech vzorki skupiny A (A1-A9). Koncentrace téchto biogennich
aminti byla do < 100mg/kg, coz je bézna koncentrace. Ctyfi biogenni aminy tyramin, sper-
min, spermidin a putrescin byly detekovany u vSech vzorktl ze skupiny B (B1-B6). Putrescin
a spermidin dosahovaly hodnot < 100mg/kg. Naproti tomu biogenni aminy tyramin a sper-

min tuto hodnotu ptesahovaly. Koncentrace tyraminu u vzorku B2 byla stanovena
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127,7944,92 mg/kg a vzorku u B5 220,51+11,73 mg/kg. Hodnoty sperminu vyssi jak 100
mg/kg byly stanoveny u vSech vzorkli skupiny B (B1-B6). Tii biogenni aminy tryptamin,
fenyletylamin a histamin nebyly detekovany v zddném z 15 zkoumanych vzorkl. Putrescin
byl u syrt skupiny A stanoven ve vSech vzorcich krom&¢ A7. VSechny vzorky skupiny A
(A1-A9) dosahovaly hodnot < 100 mg/kg, avSak u vzorku A8 byla zjisténa hodnota
117,52+7,46 mg/kg. Biogenni amin kadaverin byl detekovan pouze u dvou vzorkd. U vzor-
ku BI byla jeho koncentrace 10,17+0,46 mg/kg. Hodnota kadaverinu u vzorku A8 byla
311,1349,75 mg/kg, coz byla nejvyssi dosazend hodnota biogenniho aminu. Takové mnoz-
stvi miiZze byt povaZzované za toxicke, avSak kadaverin sdm o sob€ nepisobi piili§ toxicky,
muze zvySovat nezadouci toxické ucinky dalSich biogennich amint pfedevsim (histaminu a

tyraminu), resp. miiZe inhibovat detoxikacni systém [46].

V této praci byly rovnéz zhodnoceny hodnoty celkového obsahu biogennich aminti ve vzor-
cich syrt s plisni na povrchu a s plisni uvnitt hmoty. Niz§i koncentrace biogennich amint
byly zjistény u skupiny syra s plisni na povrchu (s vyjimkou testovanych vzorka syrit A6 a
AS8). Celkovy obsah biogennich amini ve vzorku A9 dosahl hodnoty
46,37 mg/kg. Nejvyssi koncentrace biogennich aminii bylo dosazeno pravé u vzorku A8
(syr s plisni na povrchu), kdy vysledny soucet mnozstvi piitomnych biogennich aminti dosa-
hl hodnoty 548,13 mg/kg. U skupiny syra s plisni v tésté bylo nejvyssi hodnoty dosazeno u
vzorku B5 jehoz hodnota ¢inila 436,33 mg/kg.

U zadného z analyzovanych vzorkl nebylo piekroceno celkové mnozstvi biogennich aminti
900 mg/kg, které je povazovano za toxikologicky vyznamné i pro zdravé jedince [46].
Z toho miZeme usuzovat, ze vSech 15 vzorkil nepifedstavuje pro lidsky organismus vy-

znamnéjsi zdravotni riziko.
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ZAVER
Bakalarskd prace byla zaméfena na stanoveni osmi biogennich aminti ve vybra-

nych plisiiovych syrech zakoupenych v b&zné obchodni siti v CR.
Byly zjistény vysledky, které mizeme nasledovné shrnout:

e Pritomnost biogennich aminti (BA) byla zjisténa u vSech 15 testovanych syrt.

e U jednotlivych vzorkli byly zjiStény biogenni aminy putrescin, kadaverin, tyramin,
spermidin a spermin.

e Biogenni aminy tryptamin, fenyletylamin a histamin nebyly detekovany v zddném
z predlozenych vzorkt syri.

e Tyramin a spermin byly stanoveny ve vSech vzorcich.

e Maximalni hodnota celkového poctu biogennich aminu byla detekovdna u skupiny
syrt s plisni na povrchu, kde koncentrace dosahovala hodnoty 548,13 mg/kg.

e Enterobakterie byly stanoveny pouze u tii vzorka z patnacti.

e Celkovy pocet mikroorganismi (CPM) byl nejvyssi u vzorku BS5, jehoz hodnota ¢i-
nila 3,5.10° KTJ/g.

Testované plisiiové syry nepiedstavuji vyznamnéjsi riziko pro konzumenty, nebot’ jejich

vysledné koncentrace biogennich aminti nedosahovaly (s vyjimkou jednoho vzorku)

hodnot, které jsou povazovany za toxikologicky vyznamné.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HPL Vysokoucinna kapalinova chromatografie
CPM Celkovy pocet mikroorganismi

CMK Cisté mlékatské kultury

PCA Plate Count Agar

EA Endtv Agar

SB Slanetz—Bartley Agar

M17 MI17 Agar

MRS De Man Rogosa Sharpe Agar

CHYGA Agar s glukdzou, kvasniénym extraktem a chloramfenikolem
MO Mikroorganismus

BA Biogenni amin

t.v.s. Tuk v suSiné
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