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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméiena na sledovani vlivu dekarboxylaza-pozitivnich (Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 946) a degradujicich kmenti mikroorganizmti (Micrococcus
luteus BD29 a Pseudomonas fulva BD13) na obsah biogennich amini u modelového vzor-
ku syra holandského typu v pribéhu 88 denniho zrani. Sledovana byla také texturni profi-
lova analyza, chemickd analyza a zastoupeni mikroorganizmu v pribéhu zrani syru. Ve
vSech vzorcich byl detekovan pouze tyramin. Z vysledki je patrné, ze piidavek biogenni

aminy degradujicich kmeni sniZzuje produkci tyraminu.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, syry holandského typu, tyramin, dekarboxylaza-pozitivni

kmeny, biogenni aminy degradujici kmeny

ABSTRACT

The thesis is focused on the effect of decarboxylase positive (Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 946) and biogenic amine-degrading starter strains (Micrococcus luteus
BD29 and Pseudomonas fulva BD13) on production of biogenic amines in a model system
of Dutch-type cheese during a 88-day ripening. Microflora of milk and cheese, the develo-
pment of textural properties and chemical analyse were also observed during cheese ripe-
ning. Only tyramine was detected in all samples. The results show that the addition of the
biogenic amine-degrading starter strains resulted to a decrease in production of biogenic

amines.

Keywords: biogenic amines, Dutch-type cheese, tyramine, biogenic amine-producing star-

ter strains, biogenic amine-degrading starter strains
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UVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni zasadité dusikaté latky, nachdzeji se v buiikach
rostlinnych i zivo¢isnych tkani a jejich vyskyt je sledovan ptredevsim u potravin, kde jsou
povazovany za indikatory bakterialniho kazeni. Jejich pfijem ve vysokych koncentracich
ma negativni vliv na organizmus, mize zptsobovat hypotenzi, hypertenzi, zvraceni, buseni
srdce, migrény a dychaci potiZze. Z téchto diivodi v poslednich dvou desetiletich znaéné

zesilil zajem o jejich vyzkum.

Biogenni aminy se vyskytuji v potravinach, které jsou bohaté na proteiny nebo volné ami-
nokyseliny. Vznikaji dekarboxylaci téchto aminokyselin plisobenim Zivych organizmi za
ucasti enzymu dekarboxyldz. Syry jsou idedlnim prostfedim pro tvorbu biogennich aminti
diky pritomnosti bakterii podilejicich se na vyrobé a také tvorbé aminokyselin pfi proteo-

lyze v pribéhu zrani syru.

Z hlediska bezpecnosti potravin a zdravi konzumenta je potieba predejit hromadéni bio-
gennich amind v potravinach. K jejich sniZzeni nebo minimalizaci vyskytu lze vyuzit amin-
negativni (neprodukujici) nebo amin-oxidujici (degradujici) mikroorganizmy nebo enzy-
my, které biogenni aminy oxiduji. K dal§im vyznamnym metoddm patii vybér startérovych
kultur, obalovych material, oSetifeni vysokym hydrostatickym tlakem, ozareni nebo pouzi-

ti nékterych pridatnych latek.



I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

1.1 Charakteristika biogennich aminu

Biogenni aminy (BA) jsou zasadité¢ dusikaté slouceniny, vznikaji dekarboxylaci aminoky-
selin, aminaci nebo transaminaci aldehydi a ketonti. Maji nizkou molekulovou hmotnost a
vyskytujici se v rostlinnych buiikkach a zivocisnych tkanich. V organizmu maji dualezité
fyziologické funkce, jsou naptiklad zdrojem dusiku v biochemickych reakcich, ptisobi jako
prekurzory pro syntézu hormond, nukleovych kyselin, proteinil a alkaloidd, také maji vliv
na regulaci bunééného ristu. V nadmérném mnozstvi ale mohou mit nezddouci az toxicke
ucinky. Patii mezi ukazatele bakteridlniho kazeni, a proto je jejich vyskyt sledovan piede-
v§im u potravin. V nizkych koncentracich jsou pfirozenou soucasti potravin, vysoké kon-

centrace jsou ovsem znamkou pokrocilého stupné kazeni [1, 2, 3].

1.2 Vznik biogennich amini

Nejcastéjsim zpisobem vzniku biogennich amint je jejich vznik z aminokyselin plsobe-
nim enzymu dekarboxyléz, kofaktorem je pyridoxalfosfat. Enzym z karboxylové skupiny
aminokyseliny odstépi oxid uhli¢ity a vznikne amin. U potravin je to nejcastéji za Ucasti
bakterialnich dekarboxyldz. Dal§i mozny zplsob vzniku je aminace nebo transaminace
aldehydil a ketonil. V tabulce 1 jsou uvedeny jednotlivé aminokyseliny jako prekurzory pro

vznik biogennich amint [4,5].

Tabulka 1. Biogenni aminy a jejich prekurzory [7]

Biogenni amin | Piivodni aminokyselina

histamin histidin

kadaverin lyzin

putrescin arginin, ornitin
agmatin arginin

fenyletylamin fenylalanin

tyramin tyrozin

dopamin 3,4 - dihydroxyfenylalanin

tryptamin tryptofan



https://cs.wikipedia.org/wiki/Oxid_uhli%C4%8Dit%C3%BD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bakterie
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Pro tvorbu biogennich aminil v potravinach je dualezitd aktivita mikrobidlnich dekarboxy-
la¢nich enzymu. Tuto aktivitu ovlivituje mnoho faktorti, mezi které patii naptiklad teplota,

doba skladovani potraviny, aktivita vody, pH nebo redoxni potencial [4, 5, 6].

Na obrazku 1 je zobrazen vznik histaminu z aminokyseliny histidinu za pfitomnosti enzy-

mu histidindekarboxylazy [7].

HO
H H

o HDC
= = +
histidin histamin

Obrazek 1. Vznik histaminu z aminokyseliny histidinu za ucasti enzymu histidindekarbo-
xylazy (HDC).

1.3 Rozdéleni biogennich amini
Biogenni aminy mtizeme délit do skupin podle jejich chemické struktury na:
e alifatické: putrescin, kadaverin
e aromatické: tyramin, 2-fenyletylamin
e heterocyklické: histamin a tryptamin
e polyaminy: spermin, spermidin, putrescin piipadn¢ i agmatin.

Pro zjednoduseni se mohou heterocyklické aminy fadit mezi aromatické nebo se k poly-
aminim mohou pfifadit i diaminy. Spermin a spermidin Ize zafadit mezi polyaminy i mezi

alifatické aminy [1, 3, 8].

1.4 Vyskyt biogennich amina v potravinach

Biogenni aminy mizeme nalézt v riznych typech potravin, zejména v potravindch, které
jsou bohaté na bilkoviny. V nizkych koncentracich jsou soucasti fady potravin, vétsi kon-
centrace se predpokladaji u fermentovanych potravin, na jejichz vyrobé se podileji mikro-

organizmy. Obsah biogennich aminl kolisa ve velmi rozsdhlém rozmezi az n€kolika tadi
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v zavislosti na spousté faktorii. Biogenni aminy jsou také prekurzory urcitych aromatic-

kych latek a davaji potravinam typickou chut’ zralych potravin [3, 10].

Pro vznik biogennich aminti v potravinach musi byt splnény tfi zakladni podminky:
1. Pfitomnost aminokyselin v substratu

2. Pfitomnost mikroorganizmu s dekarboxyldzovou aktivitou

3. Vhodné podminky pro riist a mnozeni mikroorganizmda.
Obsah biogennich amini se li$i ve fermentovanych a nefermentovanych potravinach.

Mezi fermentované potraviny fadime zrajici syry, fermentované alkoholické napoje (vino,
pivo), fermentovanou zeleninu, fermentované masné vyrobky a ryby a rybi vyrobky. U
téchto potravin jsou biogenni aminy produkovany hlavné béhem fermentace a dozravani.
Za produkci biogennich amini u fermentovanych potravin jsou zodpovédné zejména
grampozitivni bakterie rodu Lactobacillus. Gramnegativni bakterie jsou zpravidla inhibo-

vany samotnym procesem fermentace [9, 10, 11].

V nefermentovanych potravindch vznikaji biogenni aminy pfevazné€ pisobenim hnilobnych
bakterii. Nejcastéji se vyskytuji v mase v diisledku nespravného skladovéani. Vyskyt bio-
gennich aminil 1ze pfedpokladat i v ovoci a zelenin€ v pokrocilém stadiu kaZeni [12, 13,

14].

1.4.1 Syry

Pti proteolyze, v prib¢hu zrani syrt, jsou mlécné bilkoviny rozkladany az na aminokyseli-
ny. Dostupnost téchto aminokyselin a pfitomnost bakterii podilejicich se na vyrobé délaji

ze syru idedlni prosttedi pro tvorbu biogennich aminti [13, 14, 15].

1.4.1.1 Zastoupeni biogennich aminii v riiznych druzich syri

Rizné druhy syrtt maji odliSny obsah BA, tyto rozdily jsou pfedev§im zplsobeny jinym
vyrobnim postupem (pouzitim startovacich kultur, dobou trvani zrani a jeho podminkami.
Podle profilu biogennich aminti (s pfihlédnutim na nejvyssi pfipustnd mnozstvi) miizeme

syry délit na:

e syry s vysokym obsahem biogennich aminti - mékké zrajici syry (napf. Romadur,

tvartzky, brynza), syry s vysokodohfivanou syfeninou (napi. emental)
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e syry se zvySenym obsahem biogennich aminil - syry s nizkodohtivanou syfeninou

(napf. eidam), plisiiové syry (napt. Hermelin, Niva), kozi syry

e syry s nizkym obsahem biogennich amint - smetanové, Cerstvé (cottage, ricotta),

termizované mékké syry (napt. Lucina).

Cerstvé syry, vyrobené z pasterovaného mléka, neobsahuji témét zadné biogenni aminy,

hlavnim dtivodem je absence zrani [13, 14, 52, 53, 54].

Syry zrajici v solném ndlevu maji nizky obsah biogennich amind, a to z divodu nizkého
pH, vysoké koncentraci soli, ne pfili§ rozsédhlé proteolyzy a solnému nélevu, kam migruji

volné aminokyseliny [14, 15].

Me¢kké zrajici syry jsou syry, které mohou mit vysoky obsah biogennich amint. Ve studii
Standarova et al. zaméfené na stanoveni obsahu biogennich aminti v syrech z ceské ob-
chodni sité byly nalezeny nejvyssi koncentrace celkovych BA u tvartizkl (2 540 mg/kg),
brynzy (2 490 mg/kg) a u ostatnich mékkych zrajicich syrii [22].

Podle studie Standarova et al. m¢ly syry s bilou plisni na povrchu nebo plisni uvnit hmoty
velmi odlisny obsah biogennich aminti u riznych vyrobcti. Celkové vsak byly koncentrace

BA u téchto syrt nizké [22].

Hlavnimi biogennimi aminy vyskytujici se v syrech jsou tyramin, putrescin, kadaverin a
histamin, jsou obsaZeny v jednotkach az stovkach mg/kg. 2-fenylethylamin se v syrech
vyskytuje v jednotkdch az desitkach mg/kg tryptamin je zastoupeny ve velmi malych
mnozstvich. Mnozstvi se nemusi lisit jen v zdvislosti na typu syru, rozdilné hodnoty se
mohou objevit i v rdmci stejného typu syru [16, 17, 18]. Neékteré druhy syrt a biogenni

aminy, které se v téchto syrech vyskytuji, jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka 2. Biogenni aminy vyskytujici se v riznych druzich syria [23]

. kadaverin kadaverin
Brie . - . -
utrescin utrescin
P - Gouda P -
kadaverin tryptamin
Camembert |putrescin tyramin
tyramin Mozzarella |kadaverin
histamin Parmezan tyramin
x utrescin kadaverin
Cedar P ; :
tyramin Roquefort | putrescin
fenyletylamin Tyramin




17

1.4.1.2 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy v syrech

NejbéznéjsSimi druhy mikroorganizma produkujici biogenni aminy v syrech jsou Lacto-
bacillus buchneri, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. casei, L. plantarum,
Bacillus macerans, Propionibacterium sp., Enterococcus faecium a Streptococcus mitis.
Mikroorganizmy zodpovédné za vznik biogennich amini v syrech mohou byt pfitomny jiz
v mikrofléfe mléka, pouzity jako startérové kultury nebo soucasti kontaminace v prubéhu

vyroby [24, 25].

Po rybach je syr nejcastéjsi potravinou spojovanou s otravou histaminem, a to piredevsim
diky grampozitivni bakterii Lactobacillus buchneri, ktera méa gen pro produkci histidinde-
karboxylazy. Diky tomuto enzymu vznikd z aminokyseliny histidinu dekarboxylaci hista-
min. Vyssi pH a zraci teploty syrti zvySuji schopnost tohoto mikroorganismu tvofit hista-

min.

Bakterie rodu Lactobacillus nejsou zodpovédné pii vyrob¢ syri jen za tvorbu histaminu,

ale 1 tvorbu tyraminu a putrescinu [24].

1.4.1.3 Faktory ovlivitujici tvorbu biogennich aminii v syrech

Obsah BA v syrech ovliviiuje spousta faktorti, mezi které patii doba zrani syrd, teplota
v pribéhu zrani, druh syru, aktivita vody, obsah soli, obsah tuku, hygiena v pribéhu vyro-

by, vybér startovacich kultur, pasterace, homogenizace, teplota syfidla, atd. [26, 27, 28]

Zrajici syry obsahuji vyssi primérné koncentrace aminil nez Cerstvé syry, ve vetSin€ piipa-
du plati, ze ¢im déle proces zrani trva, tim je koncentrace BA vyssi. V prubéhu zrani syra
se miZze zvysit pocet biogennich aminl z plvodniho 1 mg/l v mléce na stovky az tisice
mg/kg ve vyzralych syrech. Je nutné udrZovat nizké teploty pii skladovani, aby byla co

nejvice utlumena dekarboxyla¢ni aktivita mikroorganizmt [27, 28, 74].

Nemaly vliv ma 1 tvar syru, kdy se vyssi obsah BA vyskytuje v kulatych syrech ve srovna-
ni s pravothlymi. Vné&j$i ¢ast syru ma podstatné vyssi obsah BA nez ¢ast vnitini, 1 pfesto
ze v prubéhu zrani dochézi k odparu vody, tedy ke snizovani vodni aktivity pifedev§im v
povrchové €asti syru. Vodni aktivita je sice pro fadu mikroorganizmli limitujicim fakto-
rem, ovSem rozdil mezi aktivitou vody ve vnéjsi a vnitini ¢asti syru je ptili§ maly, aby to
mohlo mit vliv na koncentraci BA. Odlisné mnozstvi biogennich amini v rtiznych ¢astech
syru je ziejm& dano riznymi podminkami, které ovliviiuji aktivitu a rist jednotlivych mi-

kroorganizmd.
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Dilezity je 1 vybér obalu, pii zrani pod folii se vyskytuje vyssi obsah biogennich aminii

nez pii zrani pouze pod ktirou [28, 29, 30].

Vyznamny vliv ma i hodnota pH, kterd ovliviiuje dekarboxyldzovou aktivitu. Optimalni
pH pro tyrozindekarboxyldzovou a histidindekarboxylazovou aktivitu je pH 5. Obecné se
vyssi aktivita obvykle pohybuje v kyselejsi oblasti (pH 4-5,5), kdy jsou mikroorganizmy
siln€ji povzbuzeny k produkci dekarboxyldzovych enzymt jako soucast jejich obranné¢ho

mechanizmu proti piekyseleni [25, 27].

Také vysokotlakd homogenizace ma pfiznivy vliv na snizeni obsahu BA, dochazi pfi ni
totiz k deaktivaci vétSiny mikroorganizmi a tim i k vyraznému poklesu obsahu BA. Vyso-

kotlakd homogenizace se primarné pouziva k vySsi vytéznosti a zkraceni doby zrani.

Pti vyrobé syri je nutné dodrzovat hygienické zasady pfti ziskdvani a zpracovani surovin.
Pouziti kvalitniho mléka a dobré hygienické postupy pti vyrob¢ syra jsou dulezité pro sni-
zeni rizika tvorby biogennich amind. V mikroflofe kravského mléka jsou pritomny nékteré
polyaminy a lze je stanovit i po zpracovani ve findlnich vyrobcich, je to pfedevS§im pu-

trescin a spermidin [26, 27, 28, 29, 30].

1.4.1.4 Vliv pasterace na obsah biogennich aminii v syrech

Obecné vyssi hodnoty BA se objevuji u syrd vyrobenych z nepasterizovaného mléka kvuli
vysSimu vyskytu bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae a non-startérovych laktobacild. Pfi-
tomnost bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae v sytfeniné ukazuje na kontaminaci béhem vy-
roby syrti po pasterizaci. Pasteraci dojde také k inaktivaci n¢kterych proteaz a tedy poma-
lejsi proteolyze a néslednému vzniku BA. Eliminace bakterii a inaktivace protedz ma pfi-

my vliv na proteolyzu a dostupnost prekurzori — aminokyselin [9, 13].

Novella-Rodriguez et al. ve své studii posuzuji obsah BA v kozich syrech vyrobenych
z pasterizovaného a nepasterizovaného mléka v pribéhu 90 dni. Zatimco u syrového mléka
bylo nejveétsi mnozstvi naméfeno u sperminu a spermidinu, v hotovém vyrobku byly tyto
aminy zastoupeny jen minoritné. V pribéhu dozravani se obsah ostatnich amint zvySoval a
ke konci studie bylo nejvice tyraminu. Konecné mnozstvi tyraminu v syrech vyrobenych
ze syrového mléka bylo 30x vyssi nez v syrech z pasterizované¢ho mléka. 7x vySsi obsah u
syra vyrobenych ze syrového mléka oproti pasterovanému byl naméfen také u kadaverinu,

putrescinu, histaminu a tryptaminu [30].
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1.4.2 Alkoholické napoje

Ve vinu je vyskyt biogennich amint pfisuzovan aktivité kvasinek pfi primarni fermentaci,
pfitomnosti bakterii mlééného kvaseni a jablecno-mléénému kvaseni zajist'ujici odkyseleni
vina. Béznymi biogennimi aminy vyskytujicimi se ve vin€ jsou tyramin, histamin, pu-
trescin, kadaverin a 2-fenyletylamin. Obsah biogennich aminti ve vin¢ se miize pohybovat
od nékolika mg/l do piiblizn€ 50 mg/l, kdy se obsah muze lisit v zavislosti na kvalité pou-
zitych surovin, mozné mikrobidlni kontaminaci v pribéhu vyroby a dobé a podminkéach

skladovani [31, 32].

Vyskyt biogennich amini v pivu zavisi na mnozstvi mikroorganizmii v mlading, typu sladu
a jinych surovin, technologickém postupu vyroby, mikrobidlni kontaminaci béhem procesu
vyroby a podminkéach skladovédni. V pivu mlizeme nalézt putrescin, agmatin, spermin a
spermidin, tyto biogenni aminy vétSinou pochdzeji z ptivodni suroviny a jsou béznou sou-
¢asti piva. Vyskytovat se v pivu muize ale i histamin, tyramin a kadaverin, které naopak

ukazuji na nezadouci kontaminaci pii procesu vyroby [33].

1.4.3 Maso

Maso je velmi bohaté na bilkoviny a volné aminokyseliny fungujici jako prekurzory pro
tvorbu biogennich amint. Pfirozené se zde vyskytuje spermin a spermidin, v dusledku
skladovani vSak mohou byt pfitomny i jiné biogenni aminy, pfedevs§im tyramin, kadaverin,

putrescin a histamin [34].

1.4.4 Potraviny rostlinného ptivodu

V ovoci a zeleniné se biogenni aminy nachazeji ve velmi malém mnozstvi, které nema
negativni U€inky pro organizmus. Zvysené hodnoty v téchto potravinach se miizou vyskyt-
nout, pokud ovoce a zelenina nebyly fadné skladovany nebo s nimi bylo nespravné mani-

pulovano [9].

1.5 Produkce biogennich aminu

Mnozstvi a typ biogenniho aminu zavisi na druhu mikroorganizmu, ktery jej produkuje, a
také na typu potraviny, ve které se dany mikroorganizmus nachazi. Dekarboxylazy amino-
kyselin nejsou u bakterii zpravidla casté. Objevuji se u rodt Bacillus, Citrobacter,

Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Photobacterium, Pseudomonas, Proteus, Salmonella,
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Shigella a mlécnych bakterii rodu Lactobacillus, Pediococcus a Enterococcus [2, 35]. Bak-

terie produkujici biogenni aminy u riznych typl potravin jsou uvedeny v tabulce 3 [9].

Tabulka 3 Pfitomnost biogennich amini a bakterii, které je produkuji, v potravinach [9]

Potraviny Bakterie Vytvarené aminy
Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, . . . .
. ) . histamin, tyramin, kadaverin,
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulga- . . .
Ryby . o . putrescin, agmatin, spermin,
ris, Clostridium perfringens, Enterobacter ae- 1
. spermidin
rogenes, Bacillus spp., Staphylococcus xylosus
Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plan- | | . . . .
. ) . histamin, kadaverin, putrescin,
i tarum, L. casei, L. acidophilus, Enterococcus . )
Syry tyramin, fenyletylamin,

faecium, Streptococcus mitis, Paenibacillus
macerans, Propionibacterium spp.

tryptamin

Maso a masné

rody Pediococcus, Lactobacillus, Pseudomo-

histamin, kadaverin, putrescin,
tyramin, fenyletylamin,

vyrobky nas, Micrococcus, ¢eled Enterobacteriaceae .
tryptamin
Fermentovana | Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesen- | histamin, kadaverin, putrescin,
zelenina teroides, Pediococcus spp. tyramin, tryptamin
Fermentované Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli, histamin, kadaverin, putrescin,

produkty ze sdje

Lactobacillus plantarum

tyramin, tryptamin
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2 MOZNOSTI ELIMINACE BIOGENNICH AMINU

Z hlediska bezpecnosti potravin a zdravi konzumenta je potieba piedejit hromadéni bio-
gennich aminil v potravinach. K jejich snizeni nebo minimalizaci vyskytu 1ze vyuzit amin-
negativni (neprodukujici) nebo amin-oxidujici (degradujici) mikroorganizmy nebo enzy-
my, které biogenni aminy oxiduji. K dal$im vyznamnym metodam patii vybér startérovych
kultur, obalovych materiald, oSetfeni vysokym hydrostatickym tlakem, ozafeni nebo pouzi-

ti n€kterych ptidatnych latek [36, 37].

2.1 Startovaci mikroflora

Vybér vhodné startovaci kultury pii vyrob¢ fermentovanych potravin je jeden z nejucinnéj-
Sich zptisobu snizeni koncentrace biogennich amini v téchto potravinach. Startovaci kultu-
ra je komer¢ni preparat obsahujici zivé mikroorganizmy, pii vyrobé fermentovanych po-
travin se vyuziva jejich metabolické aktivity. Pfi spravném teplotnim rezimu odbouravaji
sacharidy na organické kyseliny a tim snizuji pH, $tépi lipidy a bilkoviny, také redukuji
dusi¢nany na dusitany. Diky startovacim kulturdm se ve vyrobku tvofii typické aroma a
chut’ a prodluzuje se trvanlivost. Startovaci kultury nejcastéji obsahuji bakterie mlééného

kvaseni, které tvoii [36, 37, 38]:

e kyselinu mlécnou ze sacharidii
e antimikrobni latky — bakteriociny

e latky aromatické a chutové.

Nékteré kmeny bakterii, pouzivanych pfi vyrobé fermentovanych potravin jako startovaci
kultury, tvofi biogenni aminy. Proto je jednim z pozadavkl pouziti startovacich kultur bez
dekarboxylazové aktivity. Tyto kultury nejsou schopné dekarboxylovat aminokyseliny za

vzniku biogennich amind, jsou tzv. amin-negativni.

Existuje ale také skupina amin-oxidacnich startérovych kultur, které jsou schopné oxidovat

biogenni aminy na aldehyd, peroxid vodiku a amoniak [38, 39].

Mnohé¢ studie dokazuji moznost snizeni obsahu biogennich amina v disledku pouziti urcité
startovaci kultury. Napiiklad k vyraznému snizeni obsahu tyraminu doslo pfi pouziti Kocu-
ria varians jako startovaci kultury pti vyrobé fermentovanych uzenin. Lactobacillus plan-

tarum G¢inn¢ potlacoval produkci tyraminu a kadaverinu v kysaném zeli [39].
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2.2 Degradace biogennich amini

K degradaci jiz vzniklych biogennich aminl v potravinach Ize vyuzit enzym aminooxida-
zu. Tento enzym miZze byt izolovan z organti prasat (jatra, ledviny), z lidské placenty
a krevni plazmy nebo ze samotnych mikroorganizmu. K u¢inné degradaci biogennich ami-
nu lze pfimo pouzit i bakterie, které tento enzym vytvareji. Schopnost degradovat biogenni

aminy za pomoci enzymu aminooxidazy byla prokdzana u nékterych bakterii rodi:

Bacillus
Brevibacterium
Lactobacillus
Micrococcus
Staphylococcus
Halomonas
Rhodococcus

Aktivita aminooxidacnich enzymi bakterii zavisi na riiznych faktorech, naptiklad koncen-

trace soli v potravin€ nebo teploté skladovani [40, 41, 42].

2.2.1 Lactobacillus

Lactobacillus je rod grampozitivnich, fakultativn€ anaerobnich ¢i mikroaerofilnich, nepo-
hyblivych a nesporulujicich bakterii z kmene Firmicutes. Nékteré laktobacily se pouzivaji
pf1 vyrobé jogurtu, syru, piva, cideru, vina, nakladanych okurek, kysaného zeli a dalSich

typti fermentovanych potravin.

Lactobacillus casei je homofermentativni druh, ktery je hojné vyuZzivan pfi vyrobé syr,
byla u ného prokéazana vysokd aktivita pii odbourdvani histaminu, putrescinu a tyraminu
pii vyrobé syra. Vyzkum byl proveden na tfech vzorcich syrit (Zamorano, Cabrales, Em-

mental) [43, 44].

Degradace histaminu z 30-50% za pouZiti bakterii Lactobacillus sakei a Vergibacillus ha-
lodonitrificans byla prokdzéna u rybi pasty Rihaakuru vyrobené z tunaka. Tato pasta je
povazovana za tradicni pokrm maledivské kuchyné. Lepsiho vysledku pii degradaci hista-
minu ale docilili pouzitim diaminooxidazy izolované z prasecich jater, kdy koncentrace
histaminu pfi pouziti tohoto enzymu byla pod detekénim limitem (<0,1 mg/kg). V tomto
piipadé bylo tedy pro vyssi u¢innost vyhodnéjsi vyuzit ptimo enzym diaminooxidazu. Nej-

lepSim feSenim by ovSem bylo zabranit riistu mikroorganizmt jesté u syrového masa v
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pribéhu skladovani. Nicméné toto neni vzdy moZzné, protoze Rihaakuru se vyrabi z ryb
s nizkou kvalitou masa a velmi ¢asto nejsou zajiStény vyhovujici podminky ke skladovani

[42].

Také homofermentativni druh Lactobacillus plantarum ma schopnost degradovat biogenni
aminy. Bylo prokazéano snizeni putrescinu a histaminu ptisobenim pravé tohoto druhu [43,

44, 45].

2.2.2 Brevibacterium

Nepravidelné nesporulujici a nepohyblivé grampozitivni ty€inky, které se vyuzivaji prede-
v§im k vyrob¢ syrii zrajici pod mazem, jako je napt. Romadur nebo Olomoucké tvarizky.
Z alfa-methioninu tvofi methanthiol, ktery vytvari typické aroma syrii ¢edarového typu.
Tyto bakterie maji inhibi¢ni G€inky proti plisnim, které mohou rlst na povrchu syra a pro-
dukovat nebezpecné mykotoxiny. Brevibacterium linens ma vysoky potencial pro rozklad

histaminu a tyraminu [10].

2.2.3 Micrococcus

Micrococcus je rod grampozitivnich nesporulujicich bakterii z kmene Actinobacteria, ktery
se vyskytuje naptiklad v pivu, ale i v mléénych a jinych ZivociSnych vyrobcich. Ve studii
zabyvajici se potencialem mikroorganizmii degradovat histamin a tyramin byla prokazana
degradace alesponi jednoho z téchto dvou biogennich amint u 17 ze 44 kment. Kocuria
(Micrococcus) varians LTH 1540 vykazoval nejvys$si tyraminoxiddzovou aktivitu ze vSech
testovanych kmenti, a proto byl dale zkouman. Nejvyssi aktivita tyraminoxidazy byla na-

métena pii pH 7a 37 az 40 ° C [77, 78].

2.2.4 Staphylococcus

Staphylococcus je klinicky nejvyznamnéjsi bakterialni rod Celedi Staphylococcaceae. Tyto
bakterie jsou nesporulujici nepohyblivé grampozitivni fakultativné anaerobni koky. Vysky-
tuji se na kizi a na sliznicich ¢lovéka a zvifat, kde jsou soucasti ptirozené mikroflory. Na-
chézeji se také v potravinach, mnohdy jsou pfi¢inou otrav pii Spatném uskladnéni potravin.
Staphylococcus xylosus je vyuzivan k fermentaci masnych vyrobkii. Ma schopnost degra-
dovat histamin a tyramin. N¢&které literarni zdroje uvadéji, ze tento kmen miize omezit

tvorbu biogennich amint ve vyrobcich masného primyslu. Produkuje bakteriociny, které
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pusobi proti mikroorganizmim schopnym produkovat biogenni aminy. Aktivita bakterie
Staphylococcus xylosus vedla ke snizeni histaminu a tyraminu v solenych a fermentova-

nych ancovickach [46, 47].

2.2.5 Bacillus

Bacillus je grampozitivni sporulujici ty¢inkovita bakterie z Celedi Bacillaceae. Tyto bakte-
rie jsou aerobni nebo fakultativné aerobni. VétSina druhti bacill je nepatogennich, vyjimku
tvoti Bacillus anthracis a B. cereus. Vysoky potencidl rozkladdat tyramin a histamin proka-
zal B. coagulans. B. subtilis snizuje hladinu histaminu a kadaverinu ve fermentovanych
sojovych vyrobcich. Dalsi bacily se schopnosti degradovat biogenni aminy jsou B. megate-

rium, B. licheniformis, B. cereus, B. polymyxa, a jiné [48].

2.2.6 Pseudomonas

Pseudomonas je rod gramnegativnich nesporulujicich pohyblivych aerobni ty¢inek ze sku-
piny Gammaproteobacteria. Druh Pseudomonas aeruginosa je schopen vyuzivat putrescin,
spermidin a spermin jako zdroj dusiku. Spermidindehydrogenaza oxiduje spermidin a
spermin. Tyto bakterie jsou schopné rlst za nizkych teplot a za nezvyklych podminek pro-
stiedi. Jsou velmi Casto diivodem kazeni potravin. Pseudomonas fragi zpusobuje kazeni
mlécnych produktii, ve vejci se mohou vyskytnout napt. Pseudomonas taetrolens a P. mu-

cidolens, zatimco Pseudomonas lundensis zpusobuje kaZeni mléka, syrti a masa [51, 52].

2.2.7 Citrobacter

Citrobacter je rod gramnegativnich bakterii z Celedi Enterobacteriaceae, ma schopnost
redukovat mnozstvi dusi¢nanid. Citrobacter freundii oxiduje biogenni aminy, zejména

spermidin a spermin [4].
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3 PRIRODNI SYRY HOLANDSKEHO TYPU

Syr je mlécny vyrobek, ktery je vyrobeny vysrazenim mlécéné bilkoviny z mléka plsobe-
nim syfidla nebo jinych vhodnych koagula¢nich ¢inidel, oddélenim podilu syrovatky a

naslednym prokysanim nebo zranim [52, 53].
Tvrdé a polotvrdé syry se déli na tii zakladni skupiny:

e syry s nizkodohtivanou syfeninou (syry holandského typu, syry s hnétenou syieni-

nou, syry s mletou syfeninou typu ¢edar)

e syry s vysokodohfivanou syfeninou (syry ementéalského typu, syry bez tvorby ok,

syry ke strouhani)
e syry s kombinovanymi charakteristikami

Syry holandského typu tvoii hlavni skupinu polotvrdych syri. Vyrabéji se prevazné
z kravského mléka, jen malé procento téchto syru je vyrabéno z mléka ov¢iho nebo koziho.
NejznaméjSimu zastupci jsou syr Gouda a Eidam. V mnoha zemich se vyrdbi syry
s podobnou technologii ale s odliSnymi nazvy. VétSina téchto syrt obsahuje 40-52 % tuku
v susing a jsou vyrabény ve velikostech od 0,2 do 20 kg v nejriiznéjSich tvarech. Holand-

ské syry se nechavaji zrat po dobu nejméné Ctyt tydnl az vice nez rok [52, 53, 54].

3.1 Technologie vyroby

3.1.1 Uprava mléka

Prvnim a velmi dualezitym krokem technologie vyroby syrii holandského typu je vybér
mléka o potfebné chemické a mikrobiologické kvalité. Mikrobiologicka jakost syrového
mléka ovliviiuje nejen technologické vlastnosti béhem vyroby ale i trvanlivost kone¢ného
vyrobku. Mléko uréené pro vyrobu syrii nesmi mit porusenou kysaci schopnost (schopnost
premény laktdzy na kyselinu mlécnou) a syftitelnost (schopnost mléka srazit se po ptidavku

syfidla) [52, 56, 55].

3.1.1.1 Standardizace

Nezbytnym technologickym krokem je standardizace mléka pro dosazeni pozadovaného
slozeni a opakovatelnosti kvality konecného vyrobku. Procentudlni obsah tuku v mléce je

velmi variabilni a snadno ovlivnitelny fadou faktorti, mezi které patii plemenna ptislusnost
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a dédiCnost, stafi dojnice, vyziva, roni obdobi a jiné. Standardizaci se rozumi smiseni
piesné stanoveného mnozstvi smetany a odstfedéného mléka pro ziskani predepsané tuc-
nosti findlniho vyrobku. Standardizaci pfedchazi odstfedéni mléka v bubnovych odstrediv-
kéch, ziska se mléko s minimalnim obsahem tuku 0,03 — 0,05 % a smetana o obsahu tuku
35 — 45 %. Pro vyrobu syra eidamského typu s obsahem 45 % tuku v susin¢ se pouziva
primérnd tu¢nost mléka 2,7 — 3 %, pro trzni druhy s 30 % tuku v suSin€ se pouziva mléko

o tuénosti 1,5 — 1,7 % [53, 54, 54, 66].

3.1.1.2 Pasterace

V syrovém mléce, 1 pfestoze pochazi ze zdravé dojnice, se mizou vyskytovat urcité mi-
kroorganizmy. Jsou to zejména grampozitivni koky (streptokoky, stafylokoky, mikrokoky),
bakterie mlécného kvaSeni, korynebakterie, pseudomonady anebo kvasinky. Zdrojem kon-
taminujici mikroflory mléka je povrch vemene, dojici zafizeni, vzduch, ¢lovek, atd. Pouziti
tepelné neosetfeného mléka by mohlo vést k fad¢ technologickych problémti nebo znehod-
noceni vyrobku pfi zrani (dufeni syrt, sitovitost, netypické dérovani, hotka chut’ syri, tva-

rohovitost syril) [26, 28].

Pasteraci mléka dojde k omezeni poctu nezddoucich mikroorganizmi, zajisténi zdravotni
nezavadnosti a inaktivaci nekterych mléénych enzymi. Pro vyrobu syri holandského typu
se vétSinou pouZiva Setrna pasterace pii teploté 72 °C po dobu 15 sekund nebo jina rovno-
cennd kombinace Casu a teploty. To zajisti inaktivaci alkalické fosfatdzy, ale laktoperoxi-

daza si svou aktivitu uchova [26, 28, 57, 66].

Vysoka pasterace neni pro vyrobu syrti vhodna. Nastava pii ni denaturace sérovych bilko-
vin a tim se zpomaluje proces syfeni a zhorSuje se synereze. Rozpustny vapnik pfechazi na
koloidni formu a dochazi k zadrZzovani nadmérného mnozstvi syrovatky v syfeniné. Zvysu-

je se sice vytéznost, ale suSina nema pozadovanou hodnotu a klesa kvalita syra [55, 57].

Tepelné oSetfeni mléka nemusi byt podminkou, nékteré druhy syrti se mohou vyrabét 1
z nepasterizovaného mléka, napt. nékteré typy syru Gouda. Pro vyrobu syrd ze syrového
mléka se doporucuje minimalni doba zrani 2 mésice, vice se takové syry vyrabéji v zahra-

nici, napiiklad ve Francii [55, 57, 66].
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3.1.1.3 Baktofugace

Baktofugaci rozumime mechanické odstraiiovani mikroorganizmt a jejich spor pomoci
vyuziti odstfedivych sil. Uplatnéni nachdzi predevs§im pti vyrobé déle zrajicich syrt jako
alternativa k aplikaci dusi¢nanti. V praxi se baktofugace spojuje s terminaci nebo Setrnou

pasteraci [53, 57, 66].

3.1.1.4 Pridatné latky
Nejcastéjsi ptidatné latky pii vyrobé syrii holandského typu jsou [52, 55, 66, 67]:

e Chlorid vapenaty, vyuziva se k obnoveni syfitelnosti mléka a zlepSeni kvality syte-
niny. Pii pasteraci dochézi ke zhorSeni sytitelnosti v disledku zmén rozpustné a ko-
loidni fdze mineralnich latek. Diky chloridu vapenatému se také ziskd pevnéjsi sy-

fenina a zabrani se tvorb€ syrového prachu a tim se zvySuje vytéznost pii vyrobé.

e Dusi¢nan draselny, chrani zrajici syry pfed dufenim. Inhibuje nezadouci mikroor-
ganizmy rozkladajici laktézu za vzniku plynt. Cilem je pfedevS§im odstranit spory
bakterie Clostridium tyrobutyricum, které ptezivaji pasteraci, produkuji kyselinu
maselnou a jsou pfi¢inou pozdniho dufeni syri. Alternativou mtize byt piridavek
enzymu lysozymu, ten vSak mtze pusobit inhibi¢né i na nékteré bakterie mlécného

kvaseni.

e Barviva, vyuZiva se napiiklad B-karoten anebo annatto pro dosaZeni standardnosti

barvy kone¢ného vyrobku.

e Kofeni.

3.1.2 Pridavek ¢istych mlékarskych kultur

Po tpravé mléka a zchlazeni na teplotu 32 °C se mléko inokuluje ¢istymi mlékarskymi
kulturami, které zajist'uji prokysani mléka, podileji se na tvorbé chuti a viiné v pribéhu

zrani syri diky tvorbé acetoinu a diacetylu a maji vliv na kone€nou texturu a konzistenci.

Pro zékysovou kulturu pfi vyrobé syrti holandského typu jsou predevSim vyuzivany mi-
kroorganismy z rodu Lactococcus a Leuconostoc. Lactococcus lactis subsp. lactis se vy-
znacuje dobrou virulenci a odolnosti vii€i reakci prosttedi, Lactococcus lactis subsp. cre-
moris je poklddany za pivodce jemné chuti smetanové kultury. Z rodu Leuconostoc se

vyuziva L. mesenteroides subsp. cremoris a L. mesenteroides subsp. dextranicum. Déle
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mohou byt pouzivany mikroorganismy z rodu Lactobacillus (L. casei a L. plantarum) a
Streptococcus (S. holandicus). Kultura pro syry holandského typu (také oznacovéna jako
eidamské kultura) se slozenim podobé jogurtové kultuie. Nékteré kmeny také produkuji
potravinafsky vyznamny bakteriocin nizin potlacujici technologicky nezadouci patogenni

mikroorganizmy [56, 58, 61, 65, 66].

U syrii holandského typu se pii dalsim zpracovani syrovatka zfed’'uje vodou, tim se snizuje
kyselost a to umoziuje rozvoji plynotvornych a jinych mikroorganizmi. Pro zabranéni

rozvoje téchto mikroorganizmi se pouzivaji rizné preventivni zptisoby ochrany [65, 66].

3.1.3 Syfeni

Pii vyrobé syrti holandského typu se zpravidla vyuziva enzymatické (sladké) srdzeni
kaseinovych micel pomoci syfidla. Aktivni slozkou syfidla je chymozin, proteolyticky en-
zym, ktery se ziskava extrakci a purifikaci ze zaludku sajicich telat. Z diivodu stale se roz-
Sifujiciho syrafského prumyslu a nedostatku chymozinu se zacaly vyuzivat i jiné zdroje
chymozinu-podobnych enzymi. Tyto chymozinu-podobné enzymy lze ziskat extrakci
z mikroorganizm (Rhizomucor pusillus, R. miehei), které tyto enzymy produkuji pfiroze-
né nebo z geneticky modifikovanych mikroorganizmt (Escherichia coli, Aspergillus niger)

[56, 62, 63, 64].

Syfidlové enzymy v prvni fazi syfeni specificky §tépi k-kaseinovou frakci mezi 105. a 106.
aminokyselinou. Vznikne tak hydrofobni para-k-kasein a hydrofilni x-kaseinmakropeptid.
P11 rozstépeni 60 - 80 % «x-kaseinovych frakci zac¢ind probihat sekundarni koagula¢ni faze
za vzniku trojrozmérného gelu. Dochazi k synerezi (smrStovani) syfeniny za soucasné¢ho
uvoliovani syrovatky. Dulezitou podminkou k tvorbé gelu je pfitomnost vapenatych iontd,
s jejichz rostouci koncentraci se sladké sraZeni zrychluje. Pfi terciarni fazi dochézi

k proteolytickému puasobeni syfidla na kasein v pribéhu zrani syri [63, 64, 66].

U syrt holandského typu se voli davka sytidla tak, aby syfeni probéhlo do 40 minut [60].

3.1.4 Zpracovani syfeniny

Syfenina je bilkovinny gel, v jehoz kapilarach jsou uzavieny tukové kulicky. Gel obsahuje
1 velké mnozstvi vody - syrovatky, kterou je nutné odstranit. Cilem zpracovani je pfipravit

syfeninu o pozadované velikosti €astic, obsahu vody a texturnich vlastnostech [55, 60, 63].
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3.1.4.1 Krajeni

Krajeni se provadi pomoci syrarské harfy (kovovy rdm vyplnény svisle 1 podéIn¢ nerezo-
vymi strunami). Cilem krajeni (harfovani) je uvolnéni syrovatky. Nezadoucim jevem je
vznik syraiského prachu (uvolnéni velmi malych ¢astecek odchazejicich do syrovatky) [60,

64, 66].

3.1.4.2 Michani

Rozkréjena syfenina se Setrné micha, dochéazi k dalSimu oddéleni syrovatky, zmenseni zrn
a zvySeni pevnosti pokozky a tuhosti zrna. Pfi zpracovavani syfeniny odtékéd volna voda a
pii synerezi 1 voda kapilarni. Zrno se udrzuje v pohybu, aby se zabranilo vzniku shluk,
které by mohly byt zdrodkem pro tzv. syrovatkové hnizda — nepravidelné kaverny finalni-
ho vyrobku. Pro podporu synereze a zpevnéni stén zrn se muze zatfadit na par minut odpo-

¢inek, je ovSem nutné zabranit nadmérnému usazovani zrn na dno [60, 64, 66, 69].

3.1.4.3 Doh¥ivani

Syry holandského typu patii do skupiny syrii s nizkodohtivanou sytfeninou. Vlivem dohfi-
vani se vylouci dalsi podil kapilarni vody ze syfeniny a dochazi k vytuZeni syrového zrna.
Cilem dohtivani je dosazeni pozadované susSiny konecného vyrobku. U nizkodohtivanych
syra se aplikuje praci voda o teploteé 50 - 60 °C za u¢elem zvySeni teploty zrna na dosouse-
ci teplotu 36 — 42 °C. Kromé¢ piidavku vody Ize dohiivat i pomalym nepiimym ohievem
meziplaSté. Proces dohfivani trvd cca 60 minut, pficemZ rychlej$i dohfivani miize vést
k uzavieni povrchovych vrstev zrna a zadrzeni vyS§iho podilu vody uvnitt zrna [60, 62,

63].

Ptidavku praci vody mlize predchazet odpusténi ¢asti syrovatky. MnoZstvi odpusténé sy-
rovatky a piidavek praci vody zavisi na pozadované tucnosti, konzistenci a kyselosti final-
niho vyrobku. Obvykle se odpousti 35 % syrovatky a nahrazuje se 50 — 80 % jejiho obje-
mu praci vodou. Odpusténim syrovatky se snizi koncentrace Zivin, zejména laktozy uza-
viené v syfeniné, to reguluje mikrobialni ¢innost a pH klesne jen na 5,2 — 5,4. Synereze je
dale podpofena michanim syfeniny v syrovatce po dosazeni kone¢né teploty, tzv. dosouse-

nim [60, 62, 63, 64, 66, 69].
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3.1.5 Formovani syfFeniny

Pozadovany tvar a velikost syrti se ziskava formovanim syfeniny. Zrno se soucasné se sy-
rovatkou (zrno nesmi oschnout) vypousti do specidlnich perforovanych tvofitek. Vypous-
téni probihd samospadem nebo Cerpadly. Diky perforovanému plésti tvotitek dochéazi ke

snadnéjSimu odtoku syrovatky [60, 62, 63, 64].

3.1.6 Lisovani

U syri holandského typu se neprovadi pouze samovolny odtok syrovatky, ale vyuziva se 1
mechanické sily pfi lisovani, kdy se zrno stlacuje do forem. Zrno se spojuje a vytvaii se
hladky povrch syru. Pocatecni tlak se voli nizsi a postupné se zvysuje. Vysoky pocatecni
tlak by zptsobil tvorbu tlusté kiirky povrchové vrstvy syru a zabranil by odtoku syrovatky
z vnitini ¢asti. Doba lisovani syri eidamského typu je 60 minut za vyuziti lisovaciho tlaku

50 —400 KPa [60, 62, 63, 64].

Pti formovani a lisovani syrti je dulezita okolni teplota a tedy i teplota syru z ditvodu pro-
bihajiciho prokysavani. Pfi formovani a lisovani dochdzi k hlavnimu rozkladu laktézy bak-
teriemi mlé¢ného kvaseni a ke vzniku kyseliny mlécné. Pokud neni prokysani do konce
lisovani ukonceno, ukladaji se syry na 20 aZ 24 hodin do vytemperované mistnosti

k dokysani [60, 63, 63, 64].

3.1.7 Soleni

Soleni syri je technologicka operace, kterd ovlivituje chut’ a konzistenci syru a také umoz-
fuje dalsi odchod syrovatky, zpevituje povrch syru a ovlivituje priibéh zrani. Zpomali se
metabolické procesy, vcetné mlééného kvaSeni a dojde k potlaceni ¢innosti nezddoucich

mikroorganizmi [63, 64].

Syry holandského typu maji obsah soli 1,5 — 3 %, patfi tedy do skupiny se stfednim obsa-
hem soli. Nej€astéjSim zplisobem soleni je soleni v solné lazni. Uplatiiuji se zde osmoticko
- diftzni procesy, do syru pres drobné kanalky pronikaji rozpusténé latky, zejména NaCl,
do soln¢ lazn¢ prechdzi Cast syrovatky se zbytky laktozy, kyseliny mlééné a dalSich latek.
Solna lazent ma presné definované parametry (teplotu, kyselost a koncentraci NaCl) podle
druhu syru. Pro vyrobu syrii holandského typu se vyuziva solna lazen o teploté 14 — 16 °C,
pH 5,2 a koncentraci NaCl 18 - 20 %. Tyto parametry se musi udrZzovat v pozadovaném

rozmezi, doplituje se NaCl, solné lazen se chladi a méii se kyselost. Doba soleni v solné
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lazni zavisi na velikosti, tvaru syra a také na pozadovaném obsahu soli ve findlnim vyrob-

ku [63, 64, 67].

Pti soleni v solné lazni postupuje stil od povrchu do stfedu syra. Na povrchu se vytvari
solny prstenec, pasmo s nejvyssim obsahem soli. Pod solnym prstencem se vyskytuji dalsi
pasma se snizujici se koncentraci NaCl smérem ke stiedu syru. Po nékolikadennim zrani

dochazi k vyrovnani obsahu soli v celém vyrobku [63, 64, 67].

Soln4 lazen je moZnym vektorem kontaminace halotolerantnich mikroorganizmd, tzv. mi-
kroorganizmt schopnych snéset prostfedi s vysokou koncentraci soli. Bézné se provadi

pravidelnd obména solnych lazni [63, 64, 67].

Po vysoleni se syry nechavaji obvykle n¢kolik hodin oschnout a uloZi se do zracich polic
nebo beden balené ve zracim obalu piipadné bez obalu. Jako zraci obaly se béZné vyuzivaji

kryovakové obaly, plastové natéry nebo vosk [60].

3.1.8 Zrani

Cerstvé vyrobena srazenina je neurdité chuti a ma gumovitou texturu. Charakteristické
aroma a textura se vyviji az v pribéhu zrani. Zrani syrii je soubor biochemickych reakci
zpusobenych mikrobidlnimi enzymy a enzymy syfidla. Pfirodni syr neni vhodnym pro-
sttednim pro mikroorganizmy z divodu nizkého pH, vysoké koncentrace soli a absence
vyznamného mnozstvi zkvasitelnych sacharidi. V pribéhu nékolika tydnl dochazi
k poklesu poctu bunék zakysové kultury, po bunécné smrti nastava lyze bunék a uvolnéné

enzymy prispivaji ke zrani syrt [64, 70, 72, 74, 76].

3.1.8.1 Prvni faze zrani

V prvni fazi zrani dochézi k rozkladu zbytkové laktozy bakteriemi mlééného kvaSeni a ke
vzniku kyseliny mlécéné, kterd uvoliiuje z kaseinu vapnik za vzniku mlécnanu vapenatého.
Dochazi k vyraznému ovlivnéni slepovani syfeniny a vzniku homogenni hmoty. Zadouci
je, aby ve zralych syrech bylo co nejmensi mnozstvi laktdzy, ptispiva to k zamezeni vyvoje
nezéadouci sekundarni mikroflory. Kyselina mlé¢na je prekurzorem pro dalsi reakce probi-

hajici béhem zrani [72, 74].

Mlécnan miize byt metabolizovan na kyselinu maselnou, CO, a vodik prostfednictvim bak-
terie Clostridium tyrobutyricum, to zptusobuje vadu syrit zvanou pozdni dufeni. Tato vada

se vyskytuje zejména u syrti solenych v solnych laznich [72].
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Citronan-pozitivni kmeny Lactococcus lactis anebo Leuconostoc spp. metabolizuji malé
mnozstvi citronanu zachyceného v syfeniné za vzniku senzoricky aktivnich latek (diacetyl,

acetoin, 2,3-butandiol) [72, 74, 76].

3.1.8.2 Druha faze zrani

Ve druhé fazi zrani dochazi k mikrobidlnimu rozkladu kyseliny mlééné za vzniku jinych
kyselin (propionova, octova), oxidu uhli¢itého a vody. V této fazi se snizuje kyselost syra.

V disledku zvysujici se koncentrace oxidu uhli¢itého dochazi k tvorbé ok [72, 73, 76].

3.1.8.3 Proteolyza

Proteolyza je nejvyznamngjsi biochemicky d¢j probihajici pfi zrani syrt. Je katalyzovana
proteinazami pochazejicimi ze syfidla (chymozin), mléka (zejména plazmin), zédkysové

kultury a nezdkysovych bakterii mlécného kvaseni [72, 73].

V pribéhu proteolyzy dochézi k rozkladu kaseinovych bilkovin na peptidy, ty jsou nasled-
n¢ hydrolyzovany skupinou peptidaz za vzniku zna¢ného mnozstvi volnych aminokyselin.
Proteolyza mlZe probihat anearobné v celé hmoté€ syra nebo aerobné od povrchu dovnitf

[72, 74 76].

3.1.8.4 Lipolyza

Pti lipolyze dochazi k enzymatické hydrolyze triacylglycerolti na mastné kyseliny a glyce-
rol. Pii této reakci dochazi k uvoliiovani aroma v syru. Pii zrani syri holandského typu
byva lipolyza velmi nizkd. Oxidace lipidi je limitovana z divodu nizkého oxidacné-
redukéniho potenciadlu a nizkého obsahu polynenasycenych mastnych kyselin v mlééném
tuku. Zdroje lipolytickych enzymil jsou velmi podobné zdrojim proteolytickych enzymu

[71, 75].

3.1.8.5 Reakce volnych aminokyselin

Produkty proteolyzy, peptidy a aminokyselin, davaji syru typickou chut’ a viini. Hlavnim
divodem je to, ze aminokyseliny funguji jako prekurzory pro dalsi katabolické reakce.
Reakei volnych aminokyselin vznikaji senzoricky aktivni latky (aldehydy, ketony, estery,
amoniak, kyseliny, atd.). Kromé téchto latek vznikaji z aminokyselin i biogenni aminy [72,

74, 76].
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4 METODIKA

4.1 Vyroba modelovych vzorkii syra

V technologickych laboratofich Ustavu technologie potravin Fakulty technologické byly

vyrobeny 4 modelové vzorky syru holandského typu s nizkodohiivanou syfeninou

s obsahem tuku v su$iné 45 %.

4.1.1

Pro vyrobu A: byl pouzit biogenni aminy produkujici kmen (Lactococcus lactis

subsp. cremoris CCDM 946)

Pro vyrobu B: byl pouzit BA produkujici kmen (L. lactis subsp. cremoris CCDM
946) + degradujici kmen (Micrococcus luteus BD29)

Pro vyrobu C: byl pouzit BA produkujici kmen (L. lactis subsp. cremoris CCDM
946) + degradujici kmen (Pseudomonas fulva BD13)

Pro vyrobu K: byl pouZit jen smetanovy provozni zakys (kontrolni vyroba)

Material a pomiicky

syrové mléko

smetanové kultura Laktoflora™

chlorid vapenaty 36 % (Milcom a. s., Ceska republika)

syfidlo Chymax M (Chr. Hansen, Dédnsko)

bezjoda stl

antimykoticky ptipravek Delvocid (O.K. Servis BioPro s. 1. 0., Ceska republika)
kyselina peroctova Divosan Activ (Diversey, Ceska republika)
laboratorni odstiedivka FT15 (Armfield Inc., Velka Britanie)
vyrobnik syrt (Driml, Ceské republika)

analytické vahy (A&D GH-200 EC, Ceska republika)
vakuova balicka Mini Jumbo (Henkelman, Nizozemsko)

zraci komora (Candy, Italie)
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e germicidni UV lampa NBVE 110/55 (Ultra Viol, Polsko)

e vyvijec vodni pary

termostat Microbiological 1L53

plastové zkumavky, automaticka pipeta, kadinky, odmérné valce.

4.1.1.1 Priprava prostor

Standardiza¢ni nadoby a vnitini prostory vyrobniku byly oSetieny parou pomoci vyvijece
vodni pary pro odstranéni ptipadné kontaminace. Prostory technologické laboratofe byly
vysviceny germicidni lampou po dobu 4 hodin. VSechny pomicky, které se dostaly do
pfimého styku se surovinou, meziproduktem nebo kone¢nym produktem, byly dezinfiko-
vany ponorem do ziedéného roztoku persterilu a néasledné dostate¢né oplachnuty pitnou

vodou pro zabranéni prenosu rezidui dezinfekénich latek.

4.1.1.2 Priiprava provozniho zdkysu

Pro vyrobu syrii z 35 1 mléka bylo pouzito 160 ml smetanového provozniho zakysu smeta-
nové kultury Laktoflora®. Zakys byl p¥ipraven z vysoce pasterovaného mléka v 50ml plas-
tovych zkumavkach. Zkumavky s mlékem byly na 30 minut ponoteny ze 2/3 vysky sloup-
ce pasterovan¢ho mléka do vodni lazn¢ a zahtivany. Poté se mléko ve zkumavkach nechalo
vychladnout na teplotu 30+2 °C, mléko bylo inokulovano smetanovou kulturou o mnoZzstvi
0,15 g/40 ml mléka a dikladné promichano pro rozptyleni kultury. Zakys byl kultivovan
v termostatu pii 28+1 °C po dobu 16-20 hodin. Zakys s vybranym kmenem BA produkuji-
ciho kmene a BA degradujictho kmene byl pfipraven inokulaci 5 ml Zivného média
s kmenem narostenym pies noc do 40 ml mléka. Kultivace byla provedena stejnym zpiiso-

bem jako u smetanového zékysu.

4.1.1.3 Uprava mléka

Syrové mléko bylo pfedehiato ve vyrobniku na teplotu 37 °C. Ptredehtaté mléko bylo ve-
deno do zasobni nadrze odstfedivky, kterd byla pfedem nastavena na Sesty rychlostni stu-
peii. U¢inkem odstfedivky doslo k separaci mlééného tuku a mlééné plazmy. Obé frakce

produktii byly sbirany odtokovymi kanaly do ptipravenych nadob.
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Mléko bylo standardizovdno smichanim odstfedéné¢ho mléka a smetany dle vypocteného
poméru. Pro dosazeni 45 % tuku v suSiné bylo mléko standardizovdno na obsah tuku

3,2 %.

Pasterace mléka byla provedena diskontinudlnim zptisobem ve vyrobniku pfi teploté 72 °C

po dobu 30 vtetin. Mléko bylo nésledn¢ ochlazeno na inokulacni a syftici teplotu 32+1 °C.

Do mléka bylo pfidano 17,5 ml nasyceného roztoku CaCl, pro podporu syfeni. Mléko bylo
nasledné inokulovano pfipravenym provoznim zékysem (160 ml) a dokonale promichéno.

Kultura byla ponechana 20 minut reaktivovat za sou¢asného michani.

4.1.1.4 Syieni mléka

Za stalého michani bylo k mléku pifidano 1 120 pl sytfidla fedéného v desetindsobku pitné
vody. Syfici teplota byla udrzovana pti 32+1 °C. Smés byla kratce promichéna a ponecha-

na 30 minut v klidu.

4.1.1.5 Zpracovani syfeniny

Po 30 minutach syfeni byla syfenina prokrojena podélné i pfi€né pomoci syraiské harfy.
Prokréjend syfenina byla ponechdna 10 minut v klidu pro uvolnéni syrovatky. Nasledné
bylo provedeno drobeni syfeniny po dobu 5 minut za pomoci syraiské harfy s vertikalnimi
strunami a syfenina byla ru¢né michana po dobu 30 minut k vytuZeni syrafskych zrn. Za
stalého michani bylo pfes sito odebrano ¢ast syrovatky o objemu 10,5 I a k syrafskému
zrnu byla pomalu pfidana voda o objemu 7 1 a teploté 60 °C. Teplota systému vzrostla na

37 °C. Dosouseni bylo provedeno za stalého ru¢niho michani po dobu 30 minut.

4.1.1.6 Formovani a lisovani

Sytenina byla slita do vany a predlisovana pomoci 2 kostek 20 minut. Pfedlisovana syieni-
na byla pfemisténa do 12 lisovacich forem vylozenych plachetkou a lisovana podle nasle-

dujiciho schématu.



Tabulka 4. Schéma prvniho lisovani

1. lisovani

doba lisovani |zatéz na pace |poznamka
15 minut 0,5 kg 2 formy
30 minut 3 kg 3 formy
30 minut 4,5 kg

37

Otoceni syri.

Tabulka 5. Schéma druhého lisovani

2. lisovani

doba lisovani

zatéZ na pace

30 minut

1,5 kg

30 minut

4,5 kg

Po lisovani byly syry ulozeny v nadobéch a ponechény do druhého dne prokysat.

4.1.1.7 Soleni syrii a baleni

Byly pfipraveny 4 solné 14zné rozpusténim 1,075 kg bezjodé soli v 4,3 1 vody. Do kazdé

solné 1azné byly vlozeny vZzdy tfi bloky syra a ponechany soleni po dobu 3 hodin.
Vylisované a nasolené syry byly oSetfeny antimykotickou suspenzi Delvocid XT1.

Syry byly baleny do smrstitelné folie. Syry ve folii byly vlozeny do vakuové balicky, viko
bylo uzavieno, byl odsat vzduch a vytvoren svar ve folii. Zabalené syry byly vloZeny na 2

sekundy do horké vody k smrsténi folie.

Syry byly uloZeny ve zraci komofte.

4.2 Zakladni chemicka analyza

4.2.1 Stanoveni obsahu suSiny

Do pfedem vysusenych misek s kiemiCitym piskem byly navazeny 3 g vzorku syru. Kazdy

vzorek byl s piskem co nejvice promichan. Vzorky byly suSeny v susarné (Venticell, Br-
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nénska Medicinska Technika a. s., CR) pfi teploté 105+1 °C po dobu 5 hodin a poté zvaze-

ny. Vysledny obsah susiny byl vypocitan podle nasledujiciho vzorce:
obsah suSiny [hm. %] = (m3—m;)/m,-100

m; — hmotnost misky s piskem [g]
m; — hmotnost vzorku pied susenim [g]
mj3; — hmotnost misky s piskem a vzorkem po vysuseni [g]

4.2.2 Stanoveni obsahu tuku

Bylo navéazeno 3,00 g vzorku syru na lodi¢ku zasazenou do butyrometru. Lodicka byla
vsunuta do hrdla tukoméru. Hornim otvorem butyrometru bylo nalito 14 ml kyseliny siro-
vé. Nasledné byl butyrometr vloZzen do vodni 14zn€ o teploté 65 °C a opatrné promichéavan.
Po rozpusténi vzorku syru byl pfidan 1 ml amylalkoholu a zfedéna kyselina sirova do 2/3
stupnice butyrometru. Smés byla v butyrometru promichana, vytemperovana na teplotu
65 °C a nasledné odstfedéna. Poté se na stupnici butyrometru ptimo odecetly hmotnostni

procenta tuku. Tuk v susiné€ byl vypo¢itan pomoci vzorce:
x = (100-t)/s

s —susina [%]
t — tucnost [%]
x — tuk v susSiné [%]

4.2.3 Stanoveni pH

Pro stanoveni hodnoty pH byl pouZit vpichovy pH metr (EUTECH INSTRUMENTS The
Netherlands). Vysledna hodnota pH byla stanovena jako primérna hodnota z deseti méte-

ni.

4.2.4 Stanoveni obsahu soli

Bylo provedeno potenciometrické stanoveni obsahu soli. Nejprve byla provedena standar-
dizace roztoku dusi¢nanu stiibrného. Byl navdZen 1 g vzorku s pfesnosti na 4 desetinna
mista, pro kazdy vzorek byla pfipravena vzdy tfi opakovani. Vzorek byl rozmélnén v teci
misce s 10 ml destilované vody o teploté 60 °C a pfeveden do kadinky. Ke vzorku bylo
piidano

2 ml HNOj; a nasledné byl vzorek doplnén destilovanou vodou na objem 120 — 130 ml.

Kadinka byla titrovana roztokem dusi¢nanu stiibrného o koncentraci ¢ = 0,1 mol-1". Byly
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zaznamenavany hodnoty napéti vzdy po 0,5 ml pfidavku dusi¢nanu stfibrného. Objem byl

vypocten z druhé derivace.

4.3 Texturni profilova analyza

Pro ucely stanoveni tvrdosti jednotlivych vzorkil syra byla stanovena texturni profilova
analyza pomoci pfistroje TA.XT Plus (Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Velka Bri-
tanie) a sondy o pruméru 100 mm. Nejprve byl ze stiedu kazdého vzorku vykrojen valec o
priméru 35 mm a vySce 20 mm. Nasledné byl proveden kompresni test ve dvou cyklech se
stlacenim vzorku o 25 % jeho plvodni vySky rychlosti 2 mm/s. Tvrdost, jako maximalni

sila v N dosazena béhem prvniho stlaceni, byla vyhodnocena ze zatézové kiivky.

4.4 Mikrobiologicky rozbor

Pomoci mikrobiologického rozboru byly stanoveny tyto skupiny mikroorganizmi: mlécné
koky, bakterie rodu Lactobacillus, enterokoky, enterobakterie, kvasinky, plisn¢ a celkovy

pocet mikroorganizmd.

Sterilné bylo odvéazeno 5g vzorku, ke kterému bylo ptidano 45 ml fyziologického roztoku,
smés byla homogenizovana po dobu 3 minut. Poté byla pfipravena fada desetinného fedéni
a dikladné promichdna na vortexu. 100 pul vzorku bylo pipetovano na povrch kultivacnich
pud metodou roztéru. Obdobnym zpiisobem byl proveden i mikrobiologicky rozbor syro-

vého a pasterovaného mléka.

K detekci mlécnych skokl byla pouzita diagnostickd zivna pada M17 agar, kultivace pro-
behla aerobné pii 37 °C po dobu 48 hodin, ke stanoveni poctu bakterii rodu Lactobacillus
byla pouzita pida M.R.S. agar (DeMan-Rogosa-Sharpe agar), kultivace prob&hla anaerob-
né pii 37 °C po dobu 48 hodin. Celkovy pocet mikroorganizmil byl stanoven na neselek-
tivni zivné pad¢é PCA (Plate Count Agar) aerobné pii 30 °C po dobu 48 hodin, enterokoky
byly stanoveny na selektivni ptid¢ Slanetz Bartley agar aerobné pii 37 °C po dobu 48 ho-
din. Stanoveni enterobakterii bylo provedeno na selektivné diagnostické Endové padé pti

30 °C po dobu 48 hodin za aerobnich podminek, kvasinky a plisn¢ byly stanoveny na pudé
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CHYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar) pii 25 °C po dobu 72 hodin za aerobnich

podminek.
Pocet mikroorganizmi byl vypocten podle vzorce: N =ZC / (V(n;+0,1n,)d).

2C — soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet

V — objem inokula v ml

n; — pocet ploten vybranych k vypoctu z prvniho zvoleného fedéni

n, — pocet ploten vybranych k vypoctu z druhého zvoleného fedéni

d — faktor fedéni odpovidajici prvnimu pro vypocet zvolenému fedéni

Vysledny pocet mikroorganizmii byl uveden jako log CFU/g.

4.5 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Nejprve byl kazdy vzorek nastrouhdn a lyofilizovan (lyofilizator ALPHA 1-4 LSC,
CHRIST, LABICOM s. 1. 0., CR). K 1 g lyofilizatu bylo pfidano 10 ml lithno-citratového
pufru, vzorek byl promichan na vortexu a 30 minut se nechal tfepat na tfepacce (LT2). Poté
byl vzorek odstfedén pti 6000 ot./min po dobu 10 min (odstfedivka EBA 21, Hettich
ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen). Ke vzniklému supernatantu bylo pfilito 7 ml
lithno-citratového pufru a cely postup byl jesté¢ 2x opakovan za dalSich ptidavkl lithno-
citraitového pufru. Ziskany extrakt byl napipetovan do ependorfkovych zkumavek, odstie-

dén a pomoci stiikackového filtru o porozit€ 0,45 um prefiltrovan.

Postup deprivatizace byl nasledujici: 5 pl vzorku + 35 pl boratového pufru (0,2M, pH 7,3)
+ AQC (Img/1ml ACN) vzorek byl zahtat na 55°C, poté byl vzorek zchlazen a bylo ptida-
no 170 pl kyseliny mravenci (20mM).

Nasledné probéhla analyza na HPLC (chromatograf Agilent Technologies, Santa Clara,
USA. Analyticka kolona s pfedkolonou XBridge® BEH Plus C18 (3 x 10 mm, 2,5 pm),
Waters, Irsko).

Davkovany objem na kolonu byl 5 pl, teplota autosampleru 5 °C, teplota analytické kolony
37 °C, vlnova délka 254 nm, ostatni parametry byly ponechany jako defaultné nastavené

vyrobcem.
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4.6 Stanoveni obsahu biogennich aminu

4.6.1 Derivatizace

Ke kazdému vzorku po extrakci kyselinou chloristou bylo ptidano 100 upl 1,7-
heptandiaminu (Sigma-Aldrich) v koncentraci 500 mg/1 jako interniho standardu. Nésledné
byl 1 ml vzorku odpipetovan do derivatiza¢ni nadobky a ptidano 1,5 ml karbonatového
pufru s pH 11,1 — 11,2. Ke vzorku bylo ptfidano 2 ml ¢erstvé ptipraveného roztoku danzyl-
chloridu (Sigma-Aldrich) o koncentraci 5 g/ v acetonu (Merck). Derivatiza¢ni nadobka

byla dobfe uzaviena a nechala se tfepat v temnu 20 hodin.

Po uplynuti stanovené doby tfepani bylo ke vzorku pfidano 200 ul prolinu (Sigma-
Aldrich), derivatiza¢ni nadobka byla dobie uzaviena a byla tiepana dalsi hodinu. Poté bylo
ke vzorku ptfidano 3 ml heptanu a 3 minuty se vzorek ru¢n¢ tiepal. Nasledné bylo odpipe-
tovano 1 ml heptanové vrstvy do vialky. Obsah vialky byl odpaten pfi teploté 65 °C do
sucha pod proudem dusiku a suchy odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-
Aldrich). Vialky byly uchovavany v mrazicim zafizeni pfi teplotach -18 °C do doby analy-
zy.

4.6.2 Vlastni chromatografické stanoveni

Bezprostfedné pted analyzou byly vzorky prefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozitou
0,22 um a davkovany do chromatografického systému. Vyskyt biogennich aminti byl vy-
hodnocen pomoci mobilni a stacionarni faze na koloné Zorbax C18 RRHD s rozméry
3 x 50 mm a poérovitosti 1,8 um. Priitok kolonou byl 0,45 ml/min. Stanoveni bylo provad¢-
no pfi teploté 30 °C a vlnové délce 254 nm (UV/VIS-DAD detektorem). Vysledky obsahu
biogennich aminti byly hodnoceny pomoci softwaru CLARITY .
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Zakladni chemicka analyza

5.1.1 Stanoveni obsahu suSiny

V modelovych vzorcich syra byl v pribéhu zrani stanovovan obsah susiny, vysledky jsou

uvedeny na obrazku 2.
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Obrazek 2. Stanoveni obsahu susiny u modelovych vzorkl syrii v pribéhu zrani

Z obrazku 2 je patrné, Ze obsah suSiny se v pribéhu zrani syri nepatrné zvysoval u kazdé-
ho vzorku. U modelového vzorku A (pro vyrobu byl pouzit biogenni aminy produkujici
kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946) byl obsah suSiny 1. den zrani
52,15 %, 35. den zrani 52,22 %, to je o 0,07 % vice nez 1. den, 61. den byla naméfena su-
Sina 52,47 % (o 0,25 % vyssi nez 35. den) a 88. den byla suSina 52,58 % (vyssi o 0,11 %
oproti 61. dnu). U modelového vzorku B (pro vyrobu byl pouzit BA produkujici kmen L.
lactis subsp. cremoris CCDM 946 + degradujici kmen Micrococcus luteus BD29) byl ob-
sah suSiny prvni den zrani 50,06 %, 35. den se zvysil obsah 0 0,12 % na 50,18 %, 61. den
se zvysil 0 0,16 % na 50,34 % a 88. den se zvysil o 0,41 % na 50,75 %. U modelového
vzorku C (pro vyrobu byl pouzit BA produkujici kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM
946 + degradujici kmen Pseudomonas fulva BD13) byly zaznamenany nejmensi rozdily

v obsahu suSiny v pribéhu zrdni. Prvni den zrani byl namétfen obsah suSiny 50,60 %, 35.



43

den 50,65 % (o0 0,05 % vice), 61. den 50,66 % (pouze o 0,01 % vice nez 35. den) a 88. den
50,70 % (o 0,04 % vice nez 61. den). U kontrolniho vzorku K (pro vyrobu pouzit pouze
smetanovy provozni zakys) byl naméfen obsah suSiny 1. den zrani 51,18 %, 35. den 51,45
% (0 0,27 % vice), 61. den 51,50 % (0 0,05 % vice nez 35. den) a 88. den 51,67 % (o 0,17
% vice nez 61. den). Pfi porovnani jednotlivych vzorkli mezi sebou mél nejvyssi obsah
susiny vzorek A (v prvnim dnu zrani byl obsah suSiny o 2,09 % vyssi nez u vzorku B, o
1,55 % vyssi nez u vzorku C a 0 0,97 % vyssi neZ u kontrolniho vzorku K). Ke zvySovani
susiny dochazelo diky ¢astecnému vysychani v pribéhu zrani syrii. Syry nebyly baleny v
nepropustném obalu, proto dochazelo k odparovani vody ze syru.

88. den byl zaznamenany pokles vody u vzorku A o 0,82 %, u vzorku B o 1,38 %, u vzor-
ku C 00,20 % a u vzorku K 0 0,96 % oproti dnu prvnimu.

Fox et al. pfi analyze syru Gouda v pribéhu zrani zjistili, ze odpafovanim vody poklesl
obsah vody v syru béhem prvnich 10 dnt o 1,5%. Rychlost odpafovani se postupné zpo-

malovala. Za rok doslo ke sniZzeni vody v syru o 10 % [78]. V ndmi provadéném experi-

mentu, byl maximalni pokles obsahu vody o 1,38 % za 3 mésice zrani.

5.1.2 Stanoveni obsahu tuku v susiné

V modelovych vzorcich syrii byl v pribéhu zrani stanovovan obsah tuku v susing, vysled-

ky jsou uvedeny na obrazku 3.
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Obrazek 3. Stanoveni obsahu tuku v suSiné¢ u modelovych vzorki syrt v prubc¢hu

zrani
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Z obrazku 3 je patrné, Ze nejvyssi primérny obsah tuku v suSin¢ byl naméfen u vzorku A
(vzorek, u které¢ho byl naméfen i1 nejvyssi obsah suSiny). Vzorky B a C (pro vyrobu byly
kromé¢ BA produkujici kmene pouzity i BA degradujici kmeny) mély podstatné nizsi pri-
meérny obsah tuku v susin€ nez vzorky A a K (taktéz tomu bylo s obsahem suSiny). Obsah
tuku v susin¢ se ne vzdy v pribéhu zrani zvysSoval, jako tomu bylo u obsahu susiny. U
vzorku A byl tuk v suSin€ v prvnim dnu zréni 49,22 %, 35. den 49,35 % (0 0,13 % vyssi),
ale 61. den 48,60 % (0 0,75 % nizsi nez 35. den), 88. den bylo naméteno 49,46 % tuku v
susiné (o0 0,86 % vice nez 35. den). U vzorku B byl tuk v susiné v prvnim dnu zrani 45,13
%, 35. den 45,51 % (0 0,38 % vyssi), 61. den 45,66 % (o 0,15 % vyssi nez 35. den), 88.
den bylo naméteno 45,97 % (o 0,31 % vice nez 35. den). Velmi malé rozdily v obsahu
tuku v susiné byly pozorovany u vzorku C i K. Primérny obsah tuku v susiné v priibéhu

zrani u vzorku C byl 47,00 % = 0,06 % a u vzorku K 47,98 % + 0,07 %.

5.1.3 Stanoveni pH

V modelovych vzorcich syrt bylo v priibéhu zrani méteno pH, vysledky jsou uvedeny na

obrazku 4.
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Obrazek 4. Stanoveni pH u modelovych vzorkt syrti v pribéhu zrani

Z obrazku 4 je patrné, Ze nejnizsi hodnota pH byla namétfena v prvnim dnu zrani syra (vzo-
rek A pH = 5,20, vzorek B pH = 5,41, vzorek C pH = 5,03 a vzorek K pH= 5,02). Dlvo-

dem je fermentace laktézy a tvorba kyseliny mlécné startérovymi bakteriemi mlécného



45

kvaSeni [72]. 35. den zrani byl zaznamendn mirny narGst hodnot pH taktéZ u kazdého
vzorku. Primérny narist byl o 2,07 + 0,94 %. Nejvyssi pH bylo naméteno 61. den zrani u
vSech vzorkl. U vzorku A bylo naméteno pH 6,15 (o 14,10 % vyssi pH nez 35. den), u
vzorku B bylo naméteno pH 6,35 (o 15,25 % vyssi pH nez 35. den), u vzorku C bylo na-
meéteno pH taktéz 6,35 (o 24,75 % vyssi pH nez 35. den) a u vzorku K bylo naméteno pH
6,33 % (0 24,12 % vyssi pH nez 35. den). ZvySovani pH v téchto dnech zrani syri je pfisu-
zovano fermentaci citratu, ztraté¢ CO; a proteolyze, pii které dochazi k tvorbé latek zasadité
povahy [79]. 88. den zrani byl zaznamenan pokles pH u vsSech vzorkt, pravdépodobné
z diivodu lipolyzy. Bakterie mlééného kvaseni obvykle nedisponuji ptilis aktivnimi lipa-
zami a esterdzami, ale za podminek delSiho zrani mohou lipazy bakterii mlééného kvaSeni
vykazovat vétsi aktivitu a jsou hlavnimi piivodci lipolyzy u syrii [79]. SniZeni pH analyzo-
vané v 88. dnu zrani pravdépodobné souvisi se zvySenym poctem bakterii rodu Lacto-
bacillus zjisténym taktéz v 88. dnu zrani. Tyto mikroorganizmy mohou intracelularnimi
lipdzami zpiisobovat slabou lipolyzu. Pii lipolyze dochazi k uvolnéni volnych mastnych
kyselin a tedy ke snizeni pH [79]. U vzorku A bylo pH v 88. dnu zrani niz$i o 6,50 % opro-
ti61.dnu,uB o 11,97 %,uCo0 17,64 % au Ko 18,01 %.

5.1.4 Stanoveni obsahu soli

V modelovych vzorcich syrti byl v priibéhu zrani stanovovan obsah soli, vysledky jsou

uvedeny na obrazku 5.
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Obrazek 5. Stanoveni obsahu soli u modelovych vzorka syrt v pritbé¢hu zrani
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V prvnich dnech po soleni syrti v solné 14zni se na povrchu syri vytvafi solny prstenec,
pasmo s nejvyssim obsahem soli. Pod solnym prstencem se vyskytuji dalsi pasma se snizu-
jici se koncentraci NaCl smérem ke stfedu syru. Obsah soli v bloku syru se v pribéhu zrani
vyrovnava prostifednictvim difuze, u syrii holandského typu trva vyrovnavani koncentrace
asi 4 tydny [67]. Z tohoto diivodu byla stl stanovovana az 35. den zrani. Obsah soli se u
stanovovanych vzorkli ménil jen nepatrné. Témét u vSech vzorkl se obsah soli v pribchu
zrani mirn¢ snizoval, vyjimka byla u vzorku A, kdy 88. den byl stanoven o 0,02 % vyssi
obsah soli nez 35. den. Primérny obsah soli v pribéhu zrani u vzorku A byl 1,39 = 0,03 %,

u vzorku B 1,52 + 0,02 %, u vzorku C 1,41 £+ 0,05 a u vzorku K 1,42 + 0,04 %.

5.2 Texturni profilova analyza

V modelovych vzorcich syra byla v pribéhu zrani provadéna analyza texturnich vlastnosti,
vysledky tvrdosti, vyjadiené jako maximalni sila (N) pouzitd pro stlaceni vzorku o 25 %

puvodni vysky, jsou uvedeny na obrazku 6.
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Obrazek 6. Vyvoj tvrdosti u modelovych vzorkl syrt v prubéhu zrani syri

Z obrazku 6 je patrné, ze béhem prvniho meésice zrani se tvrdost zvySovala u vSech vzorki.
Nejvyraznéjsi nartst byl pozorovan u vzorku B, kdy 1. den zréni byla namétena tvrdost
33,70 N a 35. den byla zaznamenana tvrdost 45,46 N, o 34,90 % vyss$i. ZvySovani tvrdosti

syru je v prvnich dnech zrani pravdépodobné zptisobeno pomalejsi proteolyzou a hydrataci
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kaseinu. Poté tvrdost v pribehu zrani klesala u vSech vzorki. Klesani tvrdosti je pravdépo-

dobné¢ zptisobeno nasledkem proteolyzy matrice kaseinu [80].

Tvrdost syri ma také ptimou souvislost s obsahem tuku v susing, ¢im méné tuku v susing
bylo naméfeno, tim vyssi byla tvrdost syru a naopak. Vyssi tvrdost syrii s niz§im obsahem
tuku v suSin€ jsou pfisuzovany neporusenosti kontinuity proteinové matrice menSim za-
stoupenim tukovych kuli¢ek. Nejvice tuku v susiné bylo naméieno u vzorku A, tento vzo-

rek také vykazuje nejmensi tvrdost [81].

5.3 Mikrobiologicky rozbor

Pomoci mikrobiologického rozboru byly stanoveny tyto skupiny mikroorganizmi: mlééné
koky, bakterie rodu Lactobacillus, enterokoky, enterobakterie, kvasinky, plisn¢ a celkovy

pocet mikroorganizmii.

V pribéhu celého experimentu nebyla béhem tfimésicniho zrani modelovych vzorki syra
u zadného z nich stanovena pfitomnost enterokokt, enterobakterii ani kvasinek a plisni,
coZ svéd¢i o tom, Ze béhem vyroby byly dodrZzovany hygienické zasahy a nedoslo

k nezadouci kontaminaci.

5.3.1 Celkovy pocet mikroorganizmii

Tabulka 6. Stanoveni CPM u mléka pted a po pasteraci

mléko pred pasteraci | mléko po pasteraci
[log CFU/g] [log CFU/g]
A 4,08 <1
B 4,26 <1
C 4,21 <1
K 4,51 <1

Z tabulky 6 je patrné, ze pomoci pasterace doSlo ke zniceni patogennich mikroorganizmi a

vetSiny vegetativnich forem ostatnich mikroorganizma.
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Obrazek 7. Stanoveni celkového poctu mikroorganizmii u modelovych vzorki sy-

ri v prubéhu zrani

Obrazek 7 znazornuje celkovy pocet mikroorganizmi analyzovany v pribéhu zrani v jed-
notlivych modelovych vzorcich syrt. Prvni den byl zjistén nevyssi celkovy pocet mikroor-
ganizmi u vzorku K, 6,94 log CFU/g. 35. den se tento pocet nepatrné zvysil na
6,95 log CFU/g a v nasledujicich dnech byl zaznamendn mirny pokles. Celkovy pocet mi-
kroorganizmi u ostatnich vzorkli zaznamenal 35. den vyznamny nartst oproti 1. dnu. Nej-
vyraznéjsi narust byl zjistén z vzorku A, kdy prvni den byla hodnota celkového poctu mi-
kroorganizmt 4,63 log CFU/g a 35. den se zvysil az na 5,70 log CFU/g. Po zvyseni, které¢

bylo zjisténo u vSech vzorki 35. den, celkovy pocet mikroorganizmil klesal taktéz u vSech

vzorkda.
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5.3.2 Milécéné koky
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Obrazek 8. Stanoveni mlé¢nych kokli u modelovych vzork syri v pribéhu zrani

Z obrazku 8 je patrné, ze nejvyssi poc¢et mlécnych koki byl stanoven prvni den zrani. Nej-

vice mlé¢nych koku bylo zjisténo u vzorku C, kdy hodnota v prvnim dnu zrani dosahovala

az 9,35 log CFU/g. Ptirodni syr neni dobrym prostiedim pro mikroorganizmy z dtivodu

nizkého pH, pomérné vysokému obsahu soli a absenci vyznamného mnoZzstvi zkvasitel-

nych sacharidl. Zakysové kultury mohou v prvnich dnech zrani dosdhnout poctl ptiblizné

10" - 10°'° CFU/g. V pribéhu nékolika prvnich tydni u v&tsiny syri jejich podet klesa

[79]. To potvrzuji 1 nésledujici dva odbéry (35. den a 61. den), ve kterych bylo zjiSténo

snizovani po¢tu mléénych koki. Po dvou mésicich zrani doslo k nepatrnému zvySeni poctu

mlécnych kokli u vSech vzorkli. Pocet mlécnych koki v syrech ovliviiuje spousta faktord,

mezi které patii doba zrani syri, teplota v prib&hu zrani, druh syru, aktivita vody, obsah

soli, obsah tuku, atd. [27].
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5.3.3 Bakterie rodu Lactobacillus
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Obrazek 9. Stanoveni bakterii rodu Lactobacillus u modelovych vzorkd syr

v pribehu zrani

Z obrazku 9 je patrné, Ze nejvyssi pocet bakterii rodu Lactobacillus byl zjistén prvni den
zrani. Nasledujici dva rozbory ukéazaly na snizeni poctu téchto bakterii u vSech vzorkd,
jako tomu bylo u mléénych koki. Naopak pfti poslednim rozboru (88. den) byl zaznamenan
zvySeny pocet bakterii rodu Lactobacillus oproti poslednim dvéma rozborim u vSech
vzorkll. V tomto obdobi zrani jiZ nejsou dominantni mikroflorou zédkysové kultury. Domi-
nuji spiSe nezakysové non-startérové bakterie mlécného kvaseni (NSBMK). Ptrevaznou
¢ast NSBMK tvofi pravé laktobacily. Vyznacuji se také proteolytickou aktivitou zpiisobe-
nou protedzami a peptiddzami vazanymi na bunécnou sténu. Intracelularnimi lipazami mo-
hou také zplisobovat slabou lipolyzu [79]. ZvySeny pocet bakterii rodu Lactobacillus prav-

dépodobné souvisi se snizenym pH analyzovanym v 88. dnu zrani (obrdzek 4 stanoveni

pH).
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5.4 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

V modelovych vzorcich syrii byl v pribéhu zrani stanovovan obsah volnych aminokyselin
(FAA). Vysledné koncentrace celkového obsahu volnych aminokyselin u jednotlivych

vzorki v pritbéhu zrani jsou uvedeny na obrazku 10.
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Obrazek 10. Celkovy obsah volnych aminokyselin (FAA) u modelovych vzorki

syri v pribéhu zrani

Z obrazku 10 je patrné, ze u vSech vzorkl doslo v pribéhu zrani ke zvySovani mnozstvi
volnych aminokyselin, které ma za nasledek probihajici proteolyza, jejiz jsou volné ami-
nokyseliny kone¢nymi produkty. Nejvyssi celkovy obsah volnych aminokyselin,
2969,7 mg/kg, pii poslednim méteni (88. den) byl analyzovan u vzorku A. Naopak nejnizsi
celkovy obsah volnych aminokyselin, 2209,7 mg/kg, pii poslednim méteni (88. den) byl

analyzovan u vzorku C.
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Tabulka 7. Obsah volnych aminokyselin (FAA) ve vzorcich syri A a B v prib¢hu zrani

A [mg/kg] B [mg/kg]

1.den | 35.den | 61.den | 88.den | 1.den | 35.den | 61.den | 88.den
serin ND | 22,5 449 | 301,9 | ND 20,7 25,3 63,4
histidin ND | 1024 | 1584 | 117,1 | ND ND ND ND
arginin 60,4 | 101,5 | 253,7 | 327,1 [240,4| 291,9 | 336,5 | 480,0
treonin 14,7 | 51,9 62,2 95,5 | 39,8 | 553 53,2 | 105,2
alanin 12,8 | 52,2 72,5 | 107,5 | 16,1 | 43,0 50,6 68,7
prolin 62,4 | 77,8 88,3 | 109,0 | 66,7 | 61,5 69,8 65,6
tyrozin 13,5 | 26,5 40,8 89,6 | 23,5 | 50,8 69,8 | 108,9
methionin ND 25,4 43,5 65,8 | ND 10,6 33,2 53,4
ornithin 16,5 | 166,9 | 215,7 | 282,2 | 12,5 | 104,9 | 127,3 | 186,1
lysin 160,0 | 229,2 | 297,6 | 405,0 (119,3| 181,7 | 242,5 | 336,7
isoleucin 7,7 33,3 39,4 54,0 5,8 12,6 24,2 40,7
leucin 14,2 | 208,9 | 403,5 | 647,0 | 10,5 | 108,8 | 303,0 | 544,5
phenylalanin| 13,2 | 139,2 | 237,1 | 323,1 | 10,7 | 77,8 | 183,0 | 272,2
tryptofan 34,3 | 34,8 19,1 449 | 44,1 | 48,8 38,3 50,9

ND — aminokyselina nedetekovéana

Tabulka 8. Obsah volnych aminokyselin (FAA) ve vzorcich syrti C a K v pribéhu zrani

C [mg/kg] K [mg/kg]

1.den | 35.den | 61.den | 88.den | 1.den | 35.den | 61.den | 88.den
serin ND 10,4 17,8 36,9 ND | 21,2 62,7 | 116,8
histidin ND ND ND ND ND ND ND 24,9
arginin 226,4 | 262,0 | 366,7 | 393,6 |125,4| 200,1 | 205,2 | 317,3
treonin 26,3 | 31,3 53,0 62,2 | 20,6 | 329 45,7 62,0
alanin 9,8 42,6 58,4 76,1 | 20,0 7,7 60,1 80,9
prolin 67,5 | 70,8 76,4 934 | 61,3 | 70,0 87,0 85,5
tyrozin 23,1 | 47,6 65,7 | 1024 | 354 | 75,5 | 101,4 | 204,0
methionin ND 17,3 31,1 57,9 | ND 15,3 | 42,6 74,1
ornithin 16,0 | 110,2 | 180,2 | 192,0 | 18,7 | 111,6 | 189,9 | 222,5
lysin 110,1| 175,6 | 248,8 | 317,3 |[114,1 | 183,6 | 270,9 | 381,1
isoleucin 3,6 13,9 25,1 39,5 5,5 15,0 27,5 46,4
leucin 13,3 | 133,5 | 286,3 | 503,9 [ 9,9 | 142,3 | 3064 | 541,6
phenylalanin| 11,6 | 92,7 | 175,1 | 282,6 | 11,4 | 99,6 | 200,3 | 316,4
tryptofan 32,8 | 385 49,1 51,9 | 404 | 44,1 43,1 49,5

ND — aminokyselina nedetekovana
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Obsah jednotlivych volnych aminokyselin ve vSech ¢tyfech vzorcich je uveden v tabulkach
7 a 8. Serin a methionin nebyly detekovany v 1. den zrani u Zadného ze vzorkii. Od 35. dne
byly ale obé aminokyseliny detekovany u vSech vzorkli a jejich koncentrace se dale
v pribéhu zrani zvySovala. Histidin byl detekovan jen u vzorku A 35. den, 61. den a 88.
den a u vzorku K 88. den zrani. 61. den u vzorku A bylo zaznamenano zvyseni histidinu

oproti pfedchozi analyze, ale v poslednim méieni byl jeho obsah nizsi oproti 61. dnu.

Nejvetsi mnozstvi u vSech vzorkll bylo zaznamendno u argininu, lyzinu a leucinu. Napfi-
klad leucinu bylo 88. den u vzorku A stanoveno 647,0 mg/kg, coZ je nejvyssi hodnota,
ktera byla v pribéhu zrani u vSech vzorkd zaznamenana. Jeho mnozstvi se od 1. dne zrani

zvysila az 46x. Obdobny trend byl zaznamenan u vSech ostatnich vzork.

Rozklad bilkovin na aminokyseliny pii proteolyze se odrdzi na zméné pH v syru. V pribé-
hu zrani dochazi ke zvySovani pH v dasledku tvorby amoniaku a jinych latek zéasadité po-
vahy [72]. V prub&hu zrani bylo pozorovano zvySovani pH za soucasného ristu koncentra-

ce aminokyselin do 61. dne, 88. den jiz byl zaznamenén pokles pH.
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Obrazek 11. Koncentrace tyrozinu u modelovych vzorka syrti v pribéhu zrani

Obrazek 11 znazoriiuje obsah tyrozinu v prabéhu zrani jako reprezentativni aminokyseliny.
Tyrozin je prekurzorem biogenniho aminu tyraminu [9], ktery byl v prib&hu zrani v mode-

lovych vzorcich syrii detekovan (obrazek 12). Mnozstvi tyrozinu se v prubéhu zrani zvysu-
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je u vSech vzorkii. Nejvyssi koncentrace tyrozinu byly naméteny u vzorku K, coz je také

v

tyrozinu byly zjistény u vzorku A, vzorek, kde byly naméteny nejvyssi koncentrace tyra-

minu.

5.5 Stanoveni obsahu biogennich amini

V modelovych vzorcich syrt byl v prubéhu zrani stanovovan obsah biogennich amint. Byl

detekovan pouze jeden biogenni amin, tyramin, jehoz vysledna koncentrace je uvedena na

obrazku 12.

5.5.1 Tyramin
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Obrazek 12. Koncentrace tyraminu u modelovych vzorkl syrt v pribéhu zrani

Z obrazku 12 je patrné, zZe nejnizsi obsah tyraminu byl analyzovan u modelového vzorku
syru K v kazdé fazi zrani. Tento obsah se také v pribéhu zrani vyrazn€ nemenil, jako tomu
bylo u vSech ostatnich vzorkli. Primérny obsah tyraminu u vzorku K v priibéhu zrani byl
21,31 £ 0,74 mg/kg. Pro vyrobu vzorku K byl pouzit pouze provozni smetanovy zakys,

ktery neobsahoval biogenni aminy produkujici kmeny.

Nejvyssi obsah tyraminu byl méfen v kazdé fazi zrani u modelového vzorku syru A, pro

jehoz vyrobu byl pouzit biogenni aminy produkujici kmen Lactococcus lactis subsp. cre-
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moris CCDM 946. Prvni den zréni bylo naméfeno 25,14 mg/kg tyraminu, v dalSich fazich
zrani se jeho obsah zvysSoval. 35. den zrani se obsah tyraminu zvysil o 119,33 %, 61. den
se jeho obsah zvysil o dalSich 101,16 % a 88. den zrani jest¢ o 9,29 % na konecnych
121,23 mg/kg.

U vzorkii B a C (vzorky, u kterych byly pfi vyrobé pouzity kromé biogenni aminy produ-
kujiciho kmene i1 biogenni aminy degradujici kmeny) bylo analyzovano ve vSech odbérech

niz8§i mnoZzstvi tyraminu nez u vzorku A.

U modelového vzorku B (pro vyrobu byl pouzit BA produkujici kmen L. lactis subsp. cre-
moris CCDM 946 + degradujici kmen Micrococcus luteus BD29), byl v prvnim dnu analy-
zovan tyramin v mnozstvi 21,35 mg/kg. Nasledujici odbér 35. den se zvysil jeho obsah o
112,08 % na 45,28 mg/kg, coz bylo o 17,88 % méné neZ ten samy den zrani u vzorku A.
61. den se zvysil obsah tyraminu o dalSich 95,47 % oproti 35. dnu na 88,51 mg/kg, coz
bylo 0 20,20 % méné nez u vzorku A. 88. den bylo analyzovano 98,64 mg/kg tyraminu, o
11,45 % vice nez 61. den ale o 18,63 % méné nez u vzorku A. V pribéhu zrani tedy pra-

mérné dochézelo k niZsi tvorbé tyraminu u vzorku B oproti vzorku A 0 17,95 + 1,86 %.

NiZz8i tvorba tyraminu oproti vzorku A byla také analyzovana u vzorku C (pro vyrobu byl
pouzit BA produkujici kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 + degradujici kmen
Pseudomonas fulva BD13). Prvni den zrani bylo naméteno 21,68 mg/kg tyraminu, 35. den
jeho obsah vzrostl na 46,27 mg/kg, o 113,00 % vice neZ prvni den zrani a o 16,09 % méné
nez bylo naméfeno ten samy den u vzorku A. 61. den se zvysil obsah tyraminu o dalSich
106,12 % oproti 35. dnu na 95,39 mg/kg, coz bylo o 14,00 % méné nez u vzorku A. 88.
den bylo analyzovéano 105,61 mg/kg tyraminu, o 10,71 % vice nez 61. den ale o 12,88 %
mén¢ nez u vzorku A. V pribéhu zrani tedy primérné dochazelo k nizsi tvorbé tyraminu u

vzorku C oproti vzorku A o 14,18 + 1,17 %.

Pti analyze 25 syrt ze slovenského trhu, byly nejvyssi koncentrace biogennich amint (ve
stovkach mg/kg v zavislosti na druhu syru) spojovany prave s tyraminem. DalSimi biogen-
nimi aminy analyzovanymi v podobnych koncentracich byly putrescin, kadaverin, spermin

a spermidin. Naopak koncentrace tryptaminu byla pod hranici detekce (< 4,2 mg/kg) [82].

Ve studii, ktera porovnavala produkci biogennich amini dvou kment Lactococcus lactis
subsp. cremoris (kmeny ze sbirky mlékarénskych mikroorganismi - CCDM 824 a CCDM
946) v syrech holandského typu béhem 90 dni zrani pii 10 °C, bylo ke konci zrani zjisténo
mnozstvi tyraminu, za pouziti kmene CCDM 824, 400 mg / kg. V syrech, kde byl pouzit
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kmen CCDM 946 mnozstvi dokonce piekroc¢ilo 500 mg / kg. V téchto syrech byl také de-
tekovan putrescin, jehoz koncentrace se na konci zrani pfi pouziti obou kmenl témet vy-

rovnala a nepiesahovala hodnotu 800 mg/kg [83].

Ve studii, jejimz cilem bylo popsat vyvoj histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu ve
4 vrstvach syru holandského typu v zavislosti na 3 rezimech zrani béhem 98 denniho ob-
dobi, byl nejvyssi obsah tyraminu, putrescinu a kadaverinu urcen v syrech skladovanych ve
zracim sklepé pfi teploté 10 °C po celou dobu pozorovani. Niz§i obsah biogennich amini
byl zjistén u syrd, které byly po 38 dnech skladovani ve zracim sklepé pti 10 °C premisté-
ny do chladiciho zatizeni (5 °C). Béhem trvani pokusu nebyl v syru zjistén histamin. Jako
hlavni producenti analyzovanych biogennich aminid byly zjiStény non-starterové bakterie
mlécného kvaseni Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei | paracasei a Lactobacillus

plantarum [84].

Cilem dalsi studie bylo prozkoumat startérové kultury s potencidlem produkovat biogenni
aminy v syru béhem dozravani. Byly izolovany bakterie rodu Enterococcus, Lactobacillus
a koliformni bakterie ze syru holandského typu na pocatku zrani. Statisticky vyznamné
pocty bakterialnich izolatd byly testovany na ptitomnost specifickych DNA sekvenci kodu-
jici enzymy tyrozindekarboxylazu (tyrDC) a histidindekarboxyldzu (hDC). PCR analyza
DNA ze 14 izolath Enterococcus a 3 izolath Lactobacillus potvrdila pfitomnost cilenych

DNA sekvenci [85].
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ZAVER

Diplomové prace byla zamétfena na moznosti snizeni obsahu biogennich amini u syri ho-
landského typu v priibéhu 88 dnti zrani za pouziti biogenni aminy degradujicich kment. V
teoretické Casti byly popsany biogenni aminy a moZnosti jejich eliminace a technologie

vyroby syrt holandského typu.

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na vyrobu modelovych vzorkl syrt a zalo-
zeni tiimési¢niho skladovaciho experimentu. Béhem zrani byly odebirany vzorky a prova-
déna zakladni chemicka analyza (pH, obsah suSiny, obsah tuku v suSin¢, obsah soli), mi-
krobiologicky rozbor, texturni profilova analyza, stanoveni koncentrace volnych aminoky-

selin a biogennich amind.

Z experimentu byly zjiStény nasledujici vysledky:

e obsah suSiny se v pribéhu zrani u kazdého vzorku nepatrné zvysoval z diivodu od-
pafovani vody,

e obsah tuku v susin€ v pribéhu zrani mirné kolisal, primérny obsah tuku v susiné u
vzorku A byl 49 %, u vzorku B 46 %, u vzorku C 47 % a u vzorku K 48 %,

e byl zaznamenan rust pH do 61. dne zrani, poté byl zjistén vyraznéjsi pokles,

e obsah soli se u modelovych vzorkti ménil jen nepatrné a pohyboval se kolem 1,4 %,

e 35. den se zvysila tvrdost syri, dalSim zranim vSak modelové syry ztracely na tvr-
dosti,

e technologicky neZadouci mikroorganizmy nebyly v pribéhu zrani modelovych
vzorkl syrii detekovany,

e pocty mlé¢nych kokii a laktobacilti se v pribéhu zrani snizovaly, 88. den byl za-
znamenan narust t€chto mikroorganizmii,

e celkovy obsah volnych aminokyselin se v prubéhu zrani zvySoval

e arginin, lyzin a leucin byly dominantni aminokyseliny u v§ech vzork

e nejvice tyrozinu bylo detekovano u vzorku K, kde bylo detekovano nejméné tyra-
minu a naopak nejmén¢ tyrozinu bylo analyzovano u vzorku A, kde bylo zjisténo
nejvice tyraminu,

e Dbyl detekovan pouze jediny biogenni amin, tyramin.,
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obsah tyraminu u vzorku C (pro vyrobu pouzit pouze smetanovy provozni zakys) se
v prabéhu zrani vyrazné neménil a jeho koncentrace byla u C ze vSech vzorkd nej-
nizsi,

obsah tyraminu byl nejvyssi u vzorku A (vzorek, pro jehoz vyrobu byl pouzit bio-
genni aminy produkujici kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946),
obsah tyraminu se oproti vzorku A snizoval o cca 18 % u vzorku B (pro vyrobu byl
pouzit BA produkujici kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 + degradujici
kmen Micrococcus luteus BD29),

obsah tyraminu se také sniZzoval oproti vzorku A u vzorku B cca o 14 % (pro vyro-
bu byl pouzit BA produkujici kmen L. lactis subsp. cremoris CCDM 946 + degra-

dujici kmen Pseudomonas fulva BD13).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BA Biogenni aminy

CPM Celkovy pocet mikroorganizmu

FAA Volné aminokyseliny

BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

NSBMK Non-startérové bakterie mlééného kvaSeni
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