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ABSTRAKT

Cilem préce bylo posoudit vyvoj obsahu biogennich amint po dobu 84 dnech zrani mezi
kontrolni Sarzi, a Sarzi inokulovanou kmenem Lacticaseibacillus casei CCDM 198, ktery je
schopen degradovat biogenni aminy. Pro srovnani aktivity biogenni aminy degradujiciho
kmene byly do obou modelovych Sarzi syrti piimo pifidany fenylethylamin, putrescin,
kadaverin a tyramin. U obou Sarzi syri byla provedena zakladni chemicka analyza,
mikrobiologicky rozbor a stanoveni biogennich aminti. Vysledkem experimentu bylo
prokazano, ze kmen Lacticaseibacillus casei CCDM 198 m¢él vliv na snizeni produkce
biogennich amind o 17,94 % kadaverinu, 16,34 % fenylethylaminu a 19,45 % putrescinu

v 84. den zrani syra.

Kli¢ova slova: zrani syrt, biogenni aminy, degradace biogennich amini

ABSTRACT

The aim of the thesis was to assess the development of the content of biogenic amines during
84 days of maturation between the control batch and the batch inoculated with the strain
Lacticaseibacillus casei CCDM 198, which is capable of degrading biogenic amines. To
compare the activity of the biogenic amine degrading strain, phenylethylamine, putrescine,
cadaverine and tyramine were added directly to both batches of cheeses. Basic chemical
analysis, microbiological analysis and determination of biogenic amines were carried out on
both batches of cheeses. As a result of the experiment, it was shown that the
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 had the effect of reducing the production of biogenic
amines by 17,94 % cadaverine, 16,34 % phenylethylamine and 19,45 % putrescine on the

84" day of cheese ripening.

Keywords: ripening of cheeses, biogenic amines, degradation of biogenic amines
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UvVOD

Syry patii do skupiny mlécnych vyrobki, u nichz mikrobiologické a chemicka kvalita zavisi
na spravném vybéru mléka. Komplexni siti metabolickych procesti v ramci zrani syri vznika
syrova chut’. Laktdza je mikrobialni aktivitou pfeménovéana na kyselinu mlé¢nou. K dal§im
vyznamnym zménam béhem zrani dochazi v ramci proteolyzy, kdy jsou bilkoviny Stépeny
na peptidy a aminokyseliny. Aminokyseliny tvofi metabolické prekurzory, které ptispiva;ji

k chuti syru, ale tvofi také prekurzory pro vznik biogennich amind.

Biogenni aminy jsou biologicky aktivni slouceniny, které se vyskytuji v Siroké Skale
potravin (ryby, rybi vyrobky, syry, fermentované potraviny a napoje). Jestlize piijmeme
biogenni aminy z potravin ve vy$sich koncentracich, mize tento piijem u ¢loveéka vyvolat
fadu zdravotnich potizi, jako jsou naptiklad nevolnost, vyradzka, bolesti hlavy, a dalsi.
V nizsich koncentracich jsou biogenni aminy u clovéka deaktivovany pomoci enzymil
aminooxidaz ve stieve. Tvorba biogennich aminti vznika mikrobialni dekarboxylaci volnych
aminokyselin vznikajicich pfi proteolyze. Proteolyza probihajici v syru tvoti dobré prosttedi
diky zvysujici se koncentraci volnych aminokyselin pii del$i dobé zrdni. Vzhledem ke

zvySovani substratu pro tvorbu biogennich aminti v syrech, a jejich negativnimu dopadu na

zdravi ¢lovéka, je nutné hledat zptisoby ke snizeni biogennich amint v syrech.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MIKROBIOLOGIE SYRU

Vyroba syrt zacind vybérem mléka vysoké mikrobiologické a chemické kvality (Griffits,
2010). Obecné je mléko pro vétSinu mikroorganismii dobrym ristovym médiem diky
vysokému obsahu vody, neutralni hodnoté pH a biochemickému slozeni (Ozer, 2015).
Mikroorganizmy proto mohou byt zahrnuty v Siroké Skéle, a to od gramnegativnich bakterii,
pies grampozitivni bakterie az po kvasinky a plisné. Primarnim zdrojem mikroorganizmut
v mléce je vemeno dojnice, prostiedi nebo dojiciho zatizeni (Smit, 2003). Syrové mléko je
neodmysliteln¢ zékladni surovinou pro vyrobu syrt, proto jsou v této kapitole popsany

klicové faktory ovlivitujici jeho kvalitu.

1.1 Mikrobiologie syrového mléka

Dle natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlastni
hygienicka pravidla pro potraviny zivocisného pitvodu, se ,,syrovym mlékem* rozumi mléko
produkované sekreci mlécné Zlazy hospodaiskych zvitat, které nebylo podrobeno ohievu
nad 40 °C a nebylo ani oSetfeno zadnym zpiisobem s rovnocennym ucinkem. Pro syrové
mléko jako surovinu, kterd neni nikterak dale upravena ¢i zpracovana, existuje mnoho
faktorit kontaminace. Témi hlavnimi jsou vemeno samotné kravy, prostiedi, voda nebo 1i

dojici zatizeni (Griffits, 2010).

Mléko ovSem nepiedstavuje jen zdroj kontaminace, ale primdrné€ je ureno pro vyzivu,
hlavné¢ novorozencii. V majoritnich slozkdch obsahuje sacharidy, bilkoviny, lipidy a
v minoritnich predev§im vitaminy a mineralni latky. Tyto slozky neslouZi jen pro vyzivu
¢lovéka, ale jsou také idedlnim rGstovym médiem pro mnohé mikroorganizmy — bakterie,
plisné, kvasinky, priony a viry. MiiZe obsahovat komenzalni bakterie z povrchu vemene,
jako jsou rody Micrococcus, Streptococcus, koryneformni bakterie a koliformni bakterie

(Griffits, 2010).

1.1.1 OSetfeni syrového mléka

Od zdravé dojnice lze ziskat témé&f sterilni mléko. I toto téméf sterilni mléko obsahuje fadu
mikroorganizmt, které by se mohly jeho dalS$im nespravnym zachazenim pomnozit. Mezi

zakladni ukony po nadojeni patii Cisténi a chlazeni (Smetana 2009).
Pti ¢isténi je cilem odstranit necistoty z mléka, jako jsou naptiklad ¢astecky prachu, ulomky
slamy, a dalsi. Tato operace se uplatiluje mezi dojenim a dopravenim Cerstvé nadojeného

mléka do chladiciho tanku. Do potrubi sméfujici k chladicimu tanku je pfidano filtra¢ni
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zafizeni, které je vyrobeno z riznych materialti (nesmi vSak byt z tkaniny). Toto filtra¢ni
zafizeni je vyménovano a CiSténo tak, aby nedoSlo k zadné mikrobidlni kontaminaci

(Smetana, 2009).

Dal§im dleZitym faktorem pro zabranéni rostouci mikroflory je chlazeni mléka. Cerstvé
nadojené¢ mléko ma teplotu zhruba 33 °C. Tato teplota by byla optimalni pro mnoho
kontaminujicich mikroorganizmi, proto musi byt mléko zchlazeno. Mléko je nutné po
nadojeni zchladit co nejrychleji, nejpozdéji vSak do dvou hodin (Smetana, 2009). Dle
Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 se mléko chladi na teplotu 8 °C
a nizsi pti dennim svozu, nebo na teplotu 6 °C pfi nekazdodennim svozu. Pfi pfepravé nesmi

teplota mléka presahnout 10 °C.

1.1.2 Kontaminace syrového mléka

Mikrobialni kontaminace mliZze byt dvojiho typu, a to bud’ primarni nebo sekundarni. Jeste,
nez nastane jedna z té€chto fazi, tak si mléko prochazi tzv. baktericidni fazi. Baktericidni faze
nastava ihned po nadojeni a trva jen n€kolik malo hodin. Mikroorganizmy se v mléce
nerozmnozuji, naopak dochazi k jejich ¢astetné redukci (Smetana, 2009). K castené
redukci dochézi diky sloucenindm s ur¢itou antimikrobidlni aktivitou, které syrové mléko po
nadojeni obsahuje. Jejich hlavnim ucelem je ochrana vemene pted infekci a ochrana
novorozence. Jednou ztéchto slouCenin je laktoperoxidiza. Sama o sobé nema
antimikrobidlni aktivitu, ale v pfitomnosti peroxidu vodiku (mikrobidlni piivod) dochazi
k oxidaci za vzniku inhibitoru hypothiokyanatu. Tento proces je oznacovan jako
laktoperoxidazovy systém, disponuje baktericidni aktivitou proti gramnegativnim
organizmim a bakteriostatickymi ucinky proti patogeniim. Dalsi slou¢eninou mléka
zabranujici rustu bakterii je laktoferin. Laktoferin je glykoprotein, ktery vaze Zelezo a neni
tak jiz k vyuZiti bakteriim. Urcitou roli hraji i imunoglobuliny mléka a hlavné mleziva, které

mohou inaktivovat patogeny v mléce (Fox, 2004).

K priméarni kontaminaci muze dojit pfes strukovy kandlek do krevniho ob&hu kravy
(Smetana, 2009). Jestlize dojde k infikovani, a tim zadnétu mlécné zlazy (tzv. mastitide),
dojde také k vylu€ovani velkého mnozstvi mikroorganismi a somatickych bun€k do mléka.
Bakterie zplisobujici mastitidu jsou naptiklad Staphylococcus aureus ¢i E. coli. Kolonizuji
vemeno a strukovy kanal, kde prezivaji a pozdéji mohou byt pfic¢inou riiznych alimentarnich

onemocnéni Cloveéka (Fox, 2004).
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Sekundéarni kontaminace mléka vétSinou vznikd v disledku znecisténi mléka okolnim
prostfedim. Sem se fadi vnéjsi kontaminace povrchu vemene, necistoty z dojiciho zafizeni,
pracovniki ¢i okolniho prostiedi (Smetana, 2009). Vnéjsi povrch vemene se fadi mezi hlavni
zdroje kontaminujicich mikrobi v mléce. Povrch je kontaminovan riznymi necistoty ze
zeminy, podestylky, fekalii a zbytka sildze. Timto zpisobem je do mléka zavedeno mnoho
nezédoucich mikroorganizmd, jejichz ptehled je shrnut v tabulkéch (Tabulka ¢. 1 a Tabulka
¢. 2). Pro zajisténi mikrobiologicky kvalitniho mléka je dualezité¢ efektivni CiSténi a
dezinfekce vemene pfed dojenim.  DalSimi zdroji kontaminace jsou dojici zafizeni a
skladovaci nadrze. Ukazalo se, Ze pokud nejsou dostate¢né dezinfikovany, tak vyznamné
ptispivaji k rozvoji psychrotrofické mikroflory syrového mléka. Je tedy nutné vzdy dbat na

spravnou hygienu a sanitaci (Fox, 2004).

Mira primérni a sekundarni kontaminace ovliviiuje vyslednou kvalitu mléka. Ta je
hodnocena dle celkového poctu mikroorganismii (CPM), poctu somatickych bunék (PSB) a
obsahu rezidui inhibi¢nich latek (RIL) (Smetana, 2009). Dle Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlaStni hygienicka pravidla pro
potraviny zivo¢isného pivodu, nesmi obsah zivych mikroorganismi pii 30 °C ptesahnout
hodnotu 100 000 v 1 ml a obsah somatickych bun¢k nesmi byt vyssi nez hodnota 400 000

v 1 ml

1.1.3 NezZadouci mikroorganismy syrového mléka

Jak jiz bylo fe€eno, syrové mléko je idedlnim Zivnym médiem pro mnohé mikroorganizmy.
Piehled nezddoucich mikroorganizmi je znazornén v tabulce (Tabulka ¢. 1). Nezadouci 1
patogenni mikroorganismy piedstavuji z mikrobiologického hlediska pro vyrobu syri
nejveétsi riziko, nebot’ se v mléce podili na jeho mikrobiologickém rozkladu, a mohou také
zpusobovat fadu onemocnéni u €loveka. (Smetana, 2009). Pravdépodobnost vyskytu Listeria
monocytogenes je vyS§i u syri nez u jinych fermentovanych vyrobki, jelikoZ tepelna
tolerance L. monocytogenes je blizka teploté Setrné pasterace, pii niZ se syry vyrabi. Dale je
schopna rust 1 pii teplotach skladovani a zrani. Druhy Salmonella a E. coli O157:H7 maji
taktéZ vysokou pravdépodobnost vyskytu v syrech, jelikoZ se mohou nachazet i v syrovém
mléce a dokazat rist pfi chladirenskych teplotach a vyssi kyselosti. VSechny zminéné druhy
mohou v syrech béhem zrani pretrvavat az nékolik mésict. Staphylococcus aureus se tadi
mezi Castéji se vyskytujici biologické kontaminanty v syrech. Jeho piivod miizeme najit
zejména v syrovém mléce z infikovaného vemene, nebo také z pracovniki zpracovavajici

syrové mléko. Kontaminace druhem Staphylococcus aureus je potlacena BMK a kyselosti
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syru. Pii zpracovani mléka a vyrob¢ mlécnych vyrobki je velmi zdvazny mikroorganizmus

Bacillus cereus, jelikoz vytv

Jo 4

v

arl na zar

izeni pro zpracovani mléka velmi obtizné odstranitelné

bakteridlni filmy (Fox, 2004). Obecné fe¢eno patogenni mikroorganismy musi byt z mléka

vylouc€eny ¢i sniZzeny na bezpecnou urovei.

Tabulka €. 1: Stru¢né charakteristika nezadoucich mikroorganismi v mléce (Smetana, 2009)

do 50000+ 1 ml
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Obrazek ¢. 1: Schéma pienosu patogennich mikroorganismt (Escherichia coli) (Smetana,

2009)
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Na obrazku (Obrazek €. 1) je znazornéno schéma ptenosu patogenniho mikroorganizmu E.

coli. Retdzec pienosu zadind u skotu, ktery patii mezi hlavni rezervoary E. coli O157:H7.

Prosttednictvim stolice skotu se mikroorganizmus vylouci do okolniho prostiedi, odkud se

muze dostat i do mléka. E. coli O157:H7 patii mezi stfevni patogen neschopny prezit

pasteraci. Avsak pokud je tento patogen pfitomny v syrovém mléce, miize byt pfitomen i

v pasterovaném mléce dusledkem Spatného provedeni procesu pasterace ¢i postpasteracni

kontaminaci. U ¢lovéka mtize E. coli zpusobit tézky zanét stiev a hemolyticko-uremicky

syndrom (Fox, 2004).

Tabulka €. 2: Strucnd charakteristika patogennich mikroorganismt v mléce (Smetana, 2009)

A=

Druh | Charakreristika | Zdroj nakazy v miéce | Hiavni produlkry | Nasledky
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Mo YIDGEnES
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aa

ko podporuje mnoze-
ni lister
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1.2 Vliv technologickych operaci na mikrobiologii mléka

Pted tim, nez byly zavedeny technologické operace tepelné¢ho osetieni mléka, bylo mléko
jedno z hlavnich prostfedki pro pienos Siroké Skaly onemocnéni, a to 1 vcetné tyfu,
bruceldzy a zaskrtu. Po zavedeni tepelného oSetfeni mléka byl pocet onemocnéni sniZzen na
minimum. [ tak ale syrové mléko muze stale obsahovat velkou fadu patogennich
mikroorganizmt, jako je Salmonella spp., E. coli 0157:H7, L. monocytogenes,
Campylobacter spp. a dalsi. Tyto patogeny se ve vétSin¢ piipadi prenasi z mlécné zlazy
zvitete, od zemédélskych pracovnikl ¢i z dojiciho zatfizeni. Obecné feceno, syrové mléko
predstavuje potencialné nebezpecny produkt, ktery je nutny pro dobrou mikrobiologickou

jakost tepeln¢ oSetfit, a to naptiklad pasteraci ¢i sterilaci (Fernandes, 2009).

1.2.1 Vliv tepelného oSetieni

Dle Vyhlasky ¢. 289/2007 o veterinarnich a hygienickych pozadavcich na Zzivocisné
produkty, které nejsou upraveny ptimo pouzitelnymi piedpisy Evropského spolecenstvi, se
musi mléko do obchu uvadét tepelné oSetfené. Dvéma hlavnimi zpiisoby oSetfeni jsou
pasterace a sterilace. Hlavnim cilem tepelného oSetfeni je snizeni mikrobialni kontaminace,
deaktivace enzymu a minimalni zména chemickych i fyzikalnich vlastnosti mléka. Béhem
zahfivani mize dochazet k senzorickym zménam mléka (vzhled, barva, chut’ a struktura)

(Deeth, 2017).

Pasterace mléka je zahfev na teploty pod 100 °C (jedna se o technologicky nekyselou
potravinu), pii kterém dojde kusmrceni pievazné Casti  vegetativnich forem
mikroorganizmil. Je zadouci, aby pii pasteracnim zékroku doslo k minimalnim chemickym
a nutricnim zménam. Pfi pouZiti pasterace je hlavnim cilem zajiSténi zdravotni nezavadnosti
mléka a zvySeni trvanlivosti suroviny (Kadlec, 2012). Pasterizaci pfezivaji vysoce tepelné
odolné (termorezistentni) spory jako prekurzory sporotvornych bacilti a klostridii. Spory pak
mohou vytvaret nové vegetativni buiiky a za ptiznivych podminek se velmi rychle mnozit.
Z tohoto divodu je vhodné pfi pasteraci zaradit i proces baktofugace, pifi némz jsou
specifické mikroorganizmy (vytvéiejici spory) z mléka odstranény a poté inaktivovany
(Spreer, 1998).

Jak jiz bylo uvedeno, syrové mléko milze pfed pasteracnim zahfevem obsahovat fadu
patogennich mikroorganizmi. Jejich zniceni je spolehlivé dosaZeno pfi teploté odpovidajici

inaktivaci nativniho mlééného enzymu alkalické fosfatazy (Kadlec, 2012). U tepelného
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zakroku zalezi na zvoleni teploty a délky jejiho plisobeni. V tabulce (Tabulka ¢. 3) jsou

znazornény druhy pasterace s teplotni a ¢asovou vydrzi (Smetana, 2009).

Tabulka ¢. 3: Prehled typtl pasterace

PASTERACE TEPLOTA, VYDRZ, PASTER. EFEKT
Dlouhodoba 63 °C, 30 minut, 95 %-99 %

Setrna 72 °C, 15 sekund, 99,5 %-99,9 %

Vysoka 85 °C, 5 sekund, 99,9 %-99,99 %

Dlouhodoba pasterace je vyuZzivana ziidka, vzhledem k dlouhé dob& zahievu. Setrna
pasterace je indikovana inaktivaci alkalické fosfatazy, laktoperoxidaza je stale aktivni. Pfi
tomto typu pasterace je dosazeno 99,9 % pasteracniho efektu. Pasteracni efekt je vyjadreni
ucinnosti pasterace. Vlastnosti a chut mléka pfi Setrné pasteraci jsou z velké Casti
zachovany. Syrovatkové bilkoviny denaturuji jen ze zhruba 15 %. Bakteriostatické vlastnosti
mléka ovlivnény nejsou, coz ma pozitivni vliv na trvanlivost vyrobku (Kadlec, 2012). Setrna
pasterace se vyuziva napiiklad pfi vyrobé syru (Spreer, 1998). Vysoké pasterace, a tim 1
pouziti vyS$siho tepelného zéhtfevu, inaktivuje enzym laktoperoxidazu. U vysoké pasterace
je dosazeno vyssiho pasteracniho efektu (nad 99,99 %) nez u pasterace Setrné. Dochazi také
k ¢astecné inaktivaci mléné protedzy (plazminu) i bakteridlnich protedz a lipaz.
K denaturaci sérovych bilkovin dochazi z vice nez 50 %. Rozpustny vapnik se méni na
koloidni formu, bakteriostatické vlastnosti mléka jsou zni¢eny a nastava i zména v chuti
mléka (vativa chut’). Tento typ pasterace se uplatiiuje pfedevsim u vyroby fermentovanych
mlécnych vyrobkl (Kadlec, 2012). Vysoka pasterace mléka je pro vyrobu syrti nevhodna
tim, Ze narusuje vazbu mezi vapnikem a kaseinem v disledku vysraZeni vapniku, ¢imz se

zhorSuje srazlivost mléka. Pti vysoké pasteraci se zvySuje viskozita prostiedi, a tim se

vvvvv

1.3 Cisté mlékai'ské Kultury

Cisté mlékaiské kultury (CMK) jsou mikroorganizmy, které maji schopnost se rozmnoZovat
v Cisté (tzv. monokultura) nebo smiSené kultufe, a jsou vybrand dle jejich specifickych
vlastnosti (Smetana, 2009). Jako inokulum se pouzivaji v mnoZstvi minimalné 10° bunék
s cilem zahdjeni fermentace (Kadlec, 2012). Vyuzivaji se kultury bakterialni, plisiioveé,

kvasinkové nebo smiSené. K suroviné se ptiddvaji ve formé tekuté, mrazené¢ nebo
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lyofilizované, za ucelem zlepseni vzhledu, viing, chuté, konzistence, trvanlivosti a nutricni

hodnoty (Smetana, 2009).

1.3.1 Bakterie mlé¢ného kvasSeni - rozdéleni a jejich funkce

Bakterie mlééného kvaSeni (BMK) jsou specifické bakterie, jejichz hlavnim ukolem je
pfeména (fermentace) laktozy na organické kyseliny (Smetana, 2009). Radi se mezi
grampozitivni, nesporulujici ty¢inky nebo koky, vétSinou aerotolerantni anaeroby (Adams,
2016). Nejvetsi podil produkta tvofi kyselina mlécna, aromatické latky a dal$i metabolity
v zavislosti na tom, jaky rod specifickych bakterii se na fermentaci podili. BMK se mohou
délit nejen podle vysledného produktu, ale také podle teploty a vztahu ke kysliku, jak je

znazornéno v tabulce (Tabulka ¢. 4) (Smetana, 2009).

Tabulka ¢. 4: Zakladni rozdéleni BMK

Dle produktii Dle optimal. teploty ristu | Dle vztahu ke kysliku
homofermentativni mezofilni Obligatné aerobni
heterofermentativni termofilni Obligatné anaerobni

Fakultativné anaerobni

BMK miuiZzeme dle jejich funkce rozdé€lit do tii skupiny:
1. Funkce technologicka

BMK z technologického hlediska zajistuji aktivitu sacharolytickou, proteolytickou a
lipolytickou. Pfi sacharolytické aktivité dochdzi k fermentaci a vznikd jako vysledny
produkt kyselina mlé¢nd, kterd snizuje celkové pH. Pfi poklesu pH dochazi
k destabilizaci celého systému, které predstavuji hlavné kaseinové micely. Pfi nizSim pH
ztraci ochranny obal a dojde k vysrazeni téchto kaseinovych micel. Ve vysledku se tedy
zméni konzistence, a to z tekuté na rosolovitou az gelovitou (Smetana, 2009). Dalsi
dilezitou aktivitou je metabolismus bilkovin. BMK syntetizuji aminokyseliny
z anorganického uhliku nebo hydrolyzou z proteinového substratu. Proteolyticky systém
je pro BMK velmi dulezity, nebot’ zajiStuje jejich rychly rist a zaroven dodava typické
organoleptické vlastnosti pro dany typ potraviny. Nejméné prozkoumany je lipolyticky

systétm. Ten je zalozen na enzymové hydrolyze triacyglycerolli na volné mastné
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kyseliny. Ty jsou déale pfemény na hydroxykyseliny, laktony, ethylestery a dalsi. Jejich

ukolem je zajistit senzorickou ¢ast produktu (Horackova, 2018).
2. Funkce senzoricka

Pti fermentaci vznikaji 1 aromatické produkty, které se podileji na chuti a viini vyrobku
(jeho senzorickych vlastnostech). Naptiklad ovocnou chut u fermentovanych mlék
vytvaii kyseliny mlécnd, acetaldehyd je soucasti aroma jogurtu, v malém mnozstvi
vznikajici diacetyl dodavéa smetanou chut’ a ostrou chut’ kefiru dodavaji etanol a CO>

(Smetana, 2009).
3. Funkce probioticka a protektivni

Je velmi prospésna funkce i pro ¢lovéka, nebot’ snizuje pH ve stievech. Upravuje tim
prosttedi pro rist télu prospéSnych bakterii a zaroven napoméaha redukci Skodlivé
mikroflory stfevniho traktu. Zvysuje se vstiebatelnost vapniku, fosforu a Zeleza. Lepsi
vstfebavani vapniku napomaha i vstiebatelnosti mlécnych vyrobkii v organizmu. Plsobi
také zaroveti antimikrobialng, diky bakteriocintim, které nékteré kmeny CMK produkuj.
(Smetana, 2009). Mezi bakteriociny patii napiiklad peroxid vodiku, enzymy,
nizkomolekularni latky, derivaty aminokyselin a peptidy. V praxi se vyuzivaji pro
inhibici nezddoucich mikroorganizmi, které mohou zpiisobovat rliznd onemocnéni
zjidla. Je ovSem dilezitd i volba bakteriocinli, protoZze nesmi pusobit inhibi¢n¢ na
technologicky zadané mikroorganizmy a také nesmi zplisobovat zadna zdravotni rizika,

jako je naptiklad zvySeny obsah biogennich amint (Horac¢kova, 2018).

Pro vyrobu syrt je vzdy pouzita zdkladni primérni kultura, kterd se sklada ze skupiny
mezofilnich nebo termofilnich mikroorganizmi. Pro vyrobu syrt specifickych vlastnosti se
pouziva i sekundarni kultura, ktera nema funkci jako primarni kultura (produkci kyseliny
mlécné), ale produkuje slouceniny, které zptsobuji organoleptické a biochemické zmény
v syru. Do této skupiny sekundarni kultury miZeme fadit mikroorganizmy probiotické,
propionové, mazové a plisiiové. V tabulce (Tabulka €. 5) je zndzornén stru¢ny piehled téchto

mikrobidlnich kultur s jejich specifickymi produkty a vyuzitim (Fox, 2004).
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Tabulka ¢. 5: Stru¢na charakteristika mikrobialnich kultur

Skupina Charakreristika. vyznam Rod/Zaswupci Produloy Vyuzit
mezofilni kysaci aaromatvormna schop- | Loctococcus loctis, s5p. L+ ky=elina mlecna; samostainég nebo
nost; plsobi bakteriostaticky | foctis, loctis, ssp. cremo- | D-kyselina ml&&na; kyse- | ve smésnych kulwurach pri
az baktericidne (snizene pH); | ris, locks, biovar digcetyd- | lina octova; C0.; diacetyl; | vyrobe prakticky viech
néktere kmeny produkuji anti-| foctis, Leuconastoc me- | etanol; dextran; nizin; milacnych wyrobkd - ky=a-
bictickes latky senteroides, S5p. Cremo- na mleka; smetany; maéas-
ris, 55p. dextranicum lo; syry
rermofilni kysaci schopnost; Zastedna| Sreptococcus salvarius, | Le kyselina mlagng; vyroba jogurtd, tvarchi,
proteclyticka aktivita; kyselina | ssp. thermophilus, Loc- D-kyselina mlecna; DL miékkych syrl a syl 5 wy-
mlecna snizuje pH syfeniny, | tobociius defbrueck, kyselina mledna; kyselina | sokodohfivanou syreni-
co? napomaha uvolnéni vody | ssp. buwigoricus, deibru- | octova; acetaldebyd; dia- | mou
a dehydrataci; inhibice rlstu | ecki ssp. loctis, hetveti- | cetyl; lactocin
nékterych bakterii cus, cosel
probioticke pozitivni GCinek na organismus | Locliobacilius oodo- L+ kyselina mlecna; DL nejcasteji soucast kul-
cloveka (zvirete} tim, 2o zlep- | philus, cosel, rhomnosus, | kyselina mledna; kyselina | tur pro vyrobu probictic-
suji slofeni a rovnovahu strev- | detbruecki, ssp. loctis, Bi- | octova; kysclina mraven- | kivch vyrobkd (kysane vy-
ni mikroflory; zlepsuji imunity; | fdobocterivm longum, ci; acctaldehyd; diacetyl; | robky, jogurty a jogurio-
produkuji antibioticks [atky breve, bifidum, infantis vitaminy skupiny B; acido- | v& napoje)
lim; laktocidin
propionove tvorba pravidelrych ok v tés- | Propionibocterium frew- | kyselina propionova a ky- | vyroba syrl s tvorbou ok
L& syra denreichi, freudenreichii, | selina octova v pomeéru {Emental, Maddand aj.)
ssp. shermarnii 2:1; COy; vitamin B12
mazove vysoka proteolyticka aktivita; | bakterie: Brevibacterivm i- | produkty proteclyticke vyroba syl s mazem na
produkce karotenaidnich (Zu- | nens, Micrococous roseus | a lipohyticke aktivity; met- | povrchu (Romadur, olo-
tooranzovych) pigmentd kvasinky: Torwopsis can- | hanthicol; amoniak; tékave | moucks tvariiky aj)
dida, Candida wtilis, Kiuy- | masing kyseling
veromyces loctis
plisfiowé tvorba plisni (bila, modra); pro- | Penicilium comemberti, produkty proteclyticks vyroba plisfovwch syl
teolyticka a lipolyticka aktvita | rogueforty a lipohyticke aktivity (Hermelin, Niva aj)

1.3.2  Faktory ovliviiujici aktivitu CMK

Jak jiz bylo popsano, jednim z ukazateld jakosti mléka jsou i celkovy pocet mikroorganizmil,

pocet somatickych bun€k a obsah rezidui inhibi¢nich latek. ZvySeny pocet somatickych

bunék je inhibi¢ni pfi technologickém vyuziti Cistych mlékatskych kultur, které se uplatiuji

k vyrobé kysanych mléénych vyrobk, tvarohi a syrhi. Celkova syfitelnost syri je horsi, a

tim se snizuje i vytéznost produktu. I rezidua inhibic¢nich latek maji negativni vliv na aktivitu

&istych mlékaiskych kultur. Uginkuji bakteriostaticky, zamezuji tak jejich rozvoji (Smetana,

2009). Mezi negativni faktory ptisobici na BMK patfi také bakteriofagy. Pii reakci BMK a

bakteriofagl dochazi k nizsi produkci kyseliny mlééné. Tim u syrti dochéazi k vadé chuti a

textury, a nasledné také ke snizeni jeho hodnoty. Napadeni bakteriofagem vede 1 k tomu, Ze

nedojde k dostatecnému snizeni pH prostfedi, a tim padem mulze dochazet k rlstu

patogennich bakterii (Fox, 2004).
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2 ZRANIi SYRU

Chut’ kazdého syru je vysledkem rovnovahy mezi aktivitou vice druhii mikroorganizmii.
SloZzeni ruznych sloucenin v riznych mnozstvich pro kazdy typ syru lze pficist
mikrobiadlnimu metabolismu. Vznik syrové chuti je komplexni sit’ metabolickych procesi
mezi mléénymi enzymy, nativni mléénou mikroflérou a startovaci kulturou. Lakt6za, kasein
a mléény tuk jsou primarnim zdrojem metabolismu mléka pro bakterie v syrové matrici

béhem procesu zrani. Syry zraji ve zracich sklepich, kde je podle Zadaného vysledného

produktu nastavena optimalni teplota, vlhkost a proudéni vzduchu (Smetana, 2009).

Lakt6za z mlééného cukru se béhem vyroby metabolizuje na kyselinu mlécnou (Donelly,
2014). Zbytkova laktéza v syfeniné je vyuzita bakteriemi zhruba do jednoho tydne od
vyroby syru. Do meésice je laktéza zcela vyCerpdna a bakterie zni jiz neprodukuji
glykolitické produkty. Po vymizeni laktozy bakterie zacinaji vyuzivat bilkoviny jako zdroj
ATP (adenosintrifosfatu), uhliku, siry a dusiku. Kaseiny jsou po rozpadu metabolizovany na
peptidy a aminokyseliny. Ty tvofi metabolické prekurzory té€kavych sloucenin siry,
aldehydt, ketoni a mastnych kyselin. VSechny tyto zminéné slouceniny pfispivaji
k jedinecné chuti syru. Konecny metabolismus lipolyzy se podili na tvorbé lipolytické
prichuti, ktera je znaméa napiiklad u italskych syra. Lipolyza se podili také na chutovych
vadéach v mléce, a nasledné i v dalSich mlécnych vyrobcich (Weimer, 2007). K hydrolyze
lipidové sloZky syra dochazi jen ziidka, nebot’ vétSina BMK ma velmi nizkou lipolytickou
aktivitu. Syry se silnou lipolytickou aktivitou se obvykle vyrabé&ji za ptidavku sytidla, které
obsahuje lipazy. Znamé zejména u modrych plisnovych syrt (Chandan, 2016). Cely tento

komplex biochemickych a mikrobiologickych procest tvoii jedine€nou chut’ a aroma syru.

2.1 Metabolizmus zbytkovych sacharidickych sloucenin

SloZeni kravského mléka z hlediska sacharidickych slozek sestava hlavné z laktozy a citratu.
Dale ve stopovém mnoZzstvi obsahuje slozky glukozy, galaktézy, glukosaminu,
galaktosaminu, neutrdlnich a kyselych oligosacharidii, nukleotidii a nukleovych kyselin.
Cast bilkovin byla uvolnéna z glykomakropeptidu k — kaseinu, jejich koncentrace je nejvyssi

v Casném mlezivu, déle po porodu obsah prudce klesa (McSweeney, 2014).

Metabolismus sacharidi v syru 1ze dle startovaci kultury obecné rozdélit na homofermentaci
a heterofermentaci. Homofermentativni mikroorganizmy, jako je napi. Lactococcus lactis,
vyuzivaji ke konenému produktu L — izomeru kyseliny mlé¢né glykolytickou cestu,

zatimco Lactobacillus helveticus nebo Streptococcus thermophilus fermentuji laktézu na D-
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nebo DL- izomery kyseliny mlécné. Heterofermentativni mikroorganizmy fermentuji
laktézovou slozku na glukézu a galaktézu (nebo galaktozu-6-fosfat), a to po Embden-
Mayerhof draze. Glukdza je nasledn€ oxidovana na pyruvat, a ten preménou na laktat a dalsi

slouceniny jako je diacetyl, acetaldehyd, ethanol a oxid uhlicity (Chandan, 2016).

Béhem vyroby syru se vétSina laktozy odstrani pii odkapu syrovatky (Velisek, 2009). Avsak
v syfenin¢ zlstane zhruba do 1,5 % laktézy. Obvykle je tato zbytkova laktoza
metabolizovéana na kyselinu mlécnou pomoci bakteridlni kultury béhem nékolika prvnich
tydnii zrani. Rychlost fermentace laktozy zavisi i na mnozstvi soli v syru. Proto v syrech
s vysokou koncentraci soli (napf. syry zrajici v solném nalevu) mize obsah laktozy

pretrvavat az pul roku (Chandan, 2016).

Laktat lze transformovat béhem zrani syra nékolika zplisoby (Chandan, 2016):
1. Racemizace pomoci non-startérovych mikroorganismi na kyselinu mlécnou
2. Metabolismus propionovych bakterii na propionat, acetat a CO-
3. Metabolismus sekundarni mikroflory na vysledné produkty CO; a H,O

4. Oxidace non-startérovymi mikroorganizmy na produkty acetat, ethanol, mravencan

a CO; (v syrech béhem zrani nezadouci)

5. Anaerobni metabolismus pies rast spor Clostridium tyrobutyricum, vyslednym

produktem tvorba kyseliny maselné a H» (v syrech béhem zrani nezadouci)

Vysoky obsah zbytkové laktdozy v syru muze podpofit negativni vyvoj jeho chuti ¢i
nezadoucich mikroorganizmi. Naptiklad non-startérové mikroorganizmy mohou zbytkovou
laktozu metabolizovat na kyselinu mléénou, etanol a CO,. Etanol se dale mliZe esterifikovat
volnymi MK za vzniku ethylesterti. Ty jsou zodpovédné nejen za nezaddouci chuté syra, ale
mohou také vyrazné pfispét k texturnimu a nutriénimu deficitu v syru. Mezi dal$i nezadouct
ucinky (na chut a vzhled syru) patii Maillardovo hnédnuti pti zahtéati (Chandan, 2016).

Vzniku Maillardova hnédnuti pfedchazi metabolizace pomoci Streptococcus thermophilus
na galaktozu a kyselinu mléCnou. Streptococcus thermophilus ale neni schopen galaktozu
dale premeénit, proto tuto roli pfebiraji laktobacily ve startovaci kultufe syru, které ji
metabolizuji na smés L- a D — kyseliny mlé¢né. Pokud jsou vSak laktobacily galaktdza-
negativni, tak se galaktdza dale hromadi v syfeniné a zplsobuje tak Maillardovo hnédnuti
(Chandan, 2016). Samotné Maillardovo hnédnuti zahrnuje reakci mezi aldehydovou

skupinou (redukujici cukr naptiklad laktoza, galakt6za) a volnou aminoskupinou. Nékdy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

muze dojit i ke hnédnuti béhem skladovéni tepelné neupravenych syri. Mirné zhnédnuti
muze byt v nékterych pokrmech zddouci (naptiklad lasagne, pizza), ale velmi tmavé

zhnédnuti je nepftijatelné z estetického i vyzivového hlediska (Fox, 2004).

Neméné dilezity je metabolismu citratu. Ten vede k produkci mnoha latek podilejici se
zejména na chuti syru. VéEtSina citratu prejde pti zpracovani do syrovatky (Law, 2010). Maly
podil citratu, ktery ziistdva ve srazeniné se stane dalezitym prekurzorem pro citronan-
pozitivni mikroorganizmy, mezi n€z patii naptiklad Lactococcus lactis nebo Leuconostoc
spp. Hlavnimi vyslednymi aromatickymi slouc¢eninami tohoto metabolizmu jsou acetat,
diacetyl, acetoin, 2,3—butandiol a 2-butanon. 2,3-butandiol a 2-butanon pfispivaji k tvorbé
maslového nebo acetonového zépachu, coz je dulezité hlavné u syrti holandského typu

(Chandan, 2016).

2.2 Proteolyza a katabolizmus AMK

V pozd¢jsi fazi zrani syri zacind dominovat metabolismus bilkovin a metabolismus
aminokyselin. Zarovenn probihaji i katabolické mechanismy, které vytvaii aroma syru.
Katabolické mechanismy jsou zavislé na rodech a fyziologickém stavu mikroorganizmi,
které urcuji specifické metabolické procesy (Weimer, 2007). Postupnd proteolyza vede

v syrech k m&k¢i strukture a lepsi chuti (McSweeney, 2014).

K hydrolyze proteinovych fragmentl dochéazi prostiednictvim mikrobidlnich proteaz a
peptidaz. Peptidazy a proteindzy katalyzujici proteolyzu pochdzi z vice zdroji, jako je
napftiklad syfidlo, mléko, primarni a sekundarni zakysova kultura a non-startérové bakterie

mlécného kvaseni (Chandan, 2016).

Proteolyza v syru je katalyzovdna proteindzy a peptidazy (Law, 2010). Z pivodnich
proteindz v mléce je nejvice diileZity plasmin, coZ je tepelné stabilni enzym s optimalnim
pH kolem hodnoty 7,5. V dusledku toho, Ze je plasmin termostabilni proteinazou, tak je
velmi aktivni hlavné ve vysokodohtivanych syrech. V mléce se nachazi i somatické bunky.
Kromeé toho, Ze somatické bunky zabranuji infekci pfi mastitidé, obsahuji i lysozomy, ktera
zahrnuji fadu proteindz, a to vcetné katepsinu D, jehoZ aktivita v syrech je omezena.
Proteinazy jsou obsaZeny také v bunécnych sténéch startovacich BMK. Pti dozravani syrt
proteinazy ptispivaji hlavné hydrolyzou meziproduktu, ktery vznikd rozpadem kaseinu (pii
pusobeni plasminu nebo chymosinu) na kratké peptidy. V mikroflote zrajicich syra jsou

pfitomny 1 non-starterové bakterie mlééného kvaseni, jejichz peptidazy funguji na
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obdobném principu jako peptidazy BMK, a tim pfispivaji k tvorbé latek béhem proteolyzy
(McSweeney et al., 2017).

Nekteré typy syra se vyznacuji i vyvojem jinych bakterii nebo plisni. Tato dopliikova kultura
se do syrového mléka pridava zamérné, k vyvoji chuti dané odrady syru. Patii sem naptiklad
Propionibacterium freudenreichii v syrech Svycarského typu, Penicillium roqueforti
v syrech typu niva, Penicillium camemberti v syrech splisni na povrchu nebo i
grampozitivni bakterialni mikroflora v syrech s mazem na povrchu. Tyto mikroorganizmy
maji silnou enzymatickou aktivitu, véetné proteinaz a peptidaz, které ptispivaji proteolyze

ve své specifické odradé syru (McSweeney et al., 2017).

2.2.1 Koagulanty

Primarni role syfidla chymosinu pii vyrob¢€ syrt je hydrolyzovat peptidickou vazbu mezi
aminokyselinami Pheijos — Metios, ¢imZ se naru$i k-kasein a stabilni micely zacinaji
gelovatét. Vétsina syridla pridaného do pasterovaného mléka se odstrani odtokem se
syrovatkou. Cést oviem ziistane ve srazeniné a hraje hlavni roli v po¢ate¢ni proteolyze
kaseini. Na aktivité syfidla, které zlistane ve srazening, je zavisla jeho koncentrace, teplota,

pH pii odtoku syrovatku a vlhkost (McSweeney et al., 2017).

2.2.2 Proteazy

Miéko obsahuje fadu puvodnich proteinaz, z nichz plasmin je zhlediska zrani syrt
poté aktivovan na plasmin. Plasmin plisobi na kaseiny, pfednostné na § — kasein a os2 —
kasein. Vazby P — kaseinu jsou hydrolyzovany a dojde k uvolnéni y — kaseinu. Pfispévek
plasminu k proteolyze zavisi na druhu syru. Nékdy je zamérné ptfidavana do syfeniny
kyselina 6-aminohexanova, coz je inhibitor plasminu, aby zajistila pomalej$i degradaci -
kaseinu. Plasmin je dilezita latka v syrech s vysokodohiivanou syfeninou. VétSina
koagulantli je pfi vysokych teplotich inaktivovéana, zatimco plasmin je tepelné stabilni
enzym, ktery pietrvava i vysoké teploty. Plasmin je zasadni pfi proteolyze zrajicich syra
s plisni na povrchu. Napftiklad v syru Camembert dochdzi nejdiive ke katabolismu kyseliny
mlééné a deaminaci aminokyselin. V disledku vzniklého NH3 dojde ke zvySeni pH
povrchové vrstvy, kdy kyselina mlé€na migruje ven a vznikly NH3 dovniti. ZvySené pH
usnadiiuje puisobeni plasminu, coz vyznamné piispiva proteolyze téchto syra (McSweeney

etal., 2017).
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Proteinazy patii také mezi hlavni slozky proteolytického systému bakterii a jsou asociované
s jejich bunéénou sténou, transportnimi systémy peptidil a fadou intracelularnich peptidaz.
Béhem ristu bakterii v mléce dochazi k pocatecnimu kroku, a to hydrolyze kaseinu
laktocepinem. Jsou uvolnény kratké peptidy (oligopeptidy), které jsou piijaty bunkou
prostfednictvim transportnich systému peptidi. Dalsi uvoliiovani z peptidit vede k tvorbé
aminokyselin prostfednictvim intracelularnich peptiddz (McSweeney et al., 2017). Nasledny

katabolismus aminokyselin vede k produkci aromatickych latek.

vvvvvv

transportovany laktokoky tfemi rGznymi mechanismy. AMK s rozvétvenym fetézcem,
alanin, serin a lysin jsou transportovany protonové hnacim mechanismem. Arginin je
transportovan uvnitt bunky ornitinovym transportem. Glutamat, glutamin, aspartit a
asparagin jsou transportovany fosfatovym transportnim systémem, ktery je pohanén pomoci
ATP. Transport vétsiny AMK vyzaduje bud’ gradient (proton nebo kladny ion) nebo energii.
Tento transport existuje pouze za podminky, Ze jsou bunky zivotaschopné a aktivné

metabolizuji substraty (Weimer, 2007).

Katabolismus AMK je povazovan za hlavni cestu ktvorbé chuti vsyru. Tato
aminotransferace vede k tvorbé a-ketokyselin, které jsou nasledné pfeménény na rdzné
aromatické slouc¢eniny. Aminotransferazou, ktera iniciuje tuto reakci je enzym pyridoxal-5-
fosfat. Ten se nachazi uvnitt bakterialni buiiky. Ketokyseliny jsou ndsledné metabolizovany
za vzniku mastnych kyselin, alkoholli a aldehydl. Kratké mastné kyseliny jiz déle
metabolizovany nejsou, a pfimo se podili na aroma syru. Del§i mastné kyseliny jsou ovSem
dale pfeménovany za vzniku senzoricky aktivnich latek. V syrech se nachazi i vét§i mnozstvi
esteru, a to etyl estertl, které vznikaji reakci mastnych kyselin a etanolu. Stiplavou chut’
charakteristickou pro syry s plisni v tésté zplisobuji metylketony, které vznikaji pti f-oxidaci

mastnych kyselin (Weimer, 2007).

AMK mohou podl¢hat také dekarboxylacnim pfeménam. D¢&je se tak za piitomnosti
dekarboxylac¢nich enzymi, které maji za kol odstépit z aminokyseliny jeji karboxylovou
skupinu. Dévaji tak vzniku amintim, které dadle mohou zplisobovat vyvoj pachu a pachuti
(jako je naptiklad kadaverin a putrescin). Dekarboxylaci AMK histidinu, tryptofanu a
tyrozinu davaji vzniku histaminu, tryptaminu a tyraminu. Tyto aminy se nepodili na vyvoji

chuti, nybrz na nepfiznivém fyziologickém ucinku (Weimer, 2007).
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2.3 Lipolyza

Lipolyza je fazi zrani syra, ktera znaci rozklad mlécného tuku v syru. Rozsah lipolyzy je u
ruznych odrad ptirodnich syra rozvinut odlisné€. V kravském mléce se obsah tuku pohybuje
od 3,5 % do 5 %, v zavislosti na fazi laktace, plemene a stravé dojnice. Tuk je v mléce
pfitomen jako emulgovana globule obklopena tenkou membranovou vrstvou. V mlééném

tuku se nachazi i volné mastné kyseliny (Weimer, 2007).

Mezi hlavni lipidy v mléce patii triacylglyceroly, které se skladaji z glycerolu a esterové
vazanych mastnych kyselin. Mén¢ nez 1 % celkovych lipida piedstavuji fosfolipidy, hraji
ovsem dulezitou roli v membranach mlééného tuku. Fosfolipidy jsou amfifilni povahy a jsou
siln¢ povrchové aktivni, ¢imz umoziuji stabilizaci emulze typu olej ve vod¢, voda v oleji.
Mezi fosfolipidy mlééného tuku patii fosfatidylcholin, fosfatidyletanolamin, sfingomyelin.
MIéko obsahuje i stopové mnozstvi polarnich lipidii ceramidi, cerebrosidi a gangliosida.
Mlécny tuk ztistava dispergovany ve vodné fazi mléka diky cholesterolu, ktery plisobi jako
pfirodni emulgator. Cholesterol je sloZzen ze smé&si proteinti, fosfolipidli, glykoproteint a

triacylglycerolti (Weimer, 2007).

Lipolyza v syru probiha pisobenim dvou tfid enzymi — esterdzy a lipazy. Esterazy
hydrolyzuji acylesterové fetézce od 2. do 8. uhliku v fetézci. Lipazy hydrolyzuji acylesterové
fetézce od 10 uhliku v fetézci. Esterdzy plsobi na rozpustné latky ve vodném roztoku a

lipazy pisobi na emulgované latky mlééného tuku (Chandan, 2016).

2.3.1 Lipolytické latky v syru

Lipazy v syru pochazeji zraznych zdrojii, a to zmléka, syfidla, startovaci bakterialni
kultury, dopliikové kultury, non-startérovych bakterii mlééného kvaseni a z exogennich

enzymovych piipravki (Chandan, 2016).

MIéko obsahuje lipoprotein lipazu (LPL), ktery je za normalnich okolnosti v mléce spojen
s kaseinovymi micely, zatimco glyceroly se v mléce vyskytuji volné¢ obklopené
lipoproteinovou membranou. Pokud dojde k poskozeni tukové globulové membrany (v
disledku michani, homogenizace nebo nevhodné manipulace s mlékem) mize tak dojit
k vyznamné lipolyze, kterd vede k nepfijemnym ptichutim v syrech. V mléce je enzym
lipazy z 97 % deaktivovan pasteraci, proto tento enzym nikdy nedosdhne plné aktivity

béhem zréni syra (Chandan, 2016).
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Sytidlo obsahuje lipolyticky enzym progastrickou esterazu (PGE). Syfidla s pfidavkem
enzymu jsou vyuzivana hlavné pii vyrob¢ tvrdych italskych druhti syri (Chandan, 2016).

Bakterie mlé¢ného kvaseni maji lipolytické enzymy, které hydrolyzuji estery volnych
mastnych kyselin, tri-, di- a monoacylglyceroli. Obecné je lipolyticka aktivita BMK slaba
ve srovnani s jinymi bakteriemi a plisnémi. V kmenech BMK pievlada spise aktivita
esterazy nez lipazy. Optimalni podminky BMK pro jejich lipolytickou aktivitu je pH 7,0 —
8,5 a teplota kolem 37 °C. Oproti tomu bakterie propionového kvaseni jsou béhem lipolyzy
mnohem aktivnéjsi nez BMK. Hraji vyznamnou roli u odriid Svycarského typu, kde béhem
zrani vytvaii klicové chutové slozky. Lipolytické enzymy kvasinek a plisni vyznamné
ptispivaji k lipolyze béhem zrani. Brevibacterium linens vyuziva ke své lipolytické aktivite

intracelularni esterazu s optimalnimi podminkami pH 7,5 a teplotou 35 °C (Chandan, 2016).

Volné mastné kyseliny uvoliiované v disledku lipolyzy pfispivaji pfimo k syrové chuti.
Pisobi také jako substrat pro fadu katabolickych reakci vedoucich k produkci aromatickych
sloucenin, jako jsou methylketony, laktony, estery, alkany a sekundarni alkoholy.
Methylketony plisni tvofi jedine¢nou chut’ modrého syra. Laktony dodavaji syru maslovy
charakter. Ethylestery se podili na tvorbé ovocnych a kvétinovych aromatickych tont chuti

(Chandan, 2016).

2.4 Faktory ovlivitujici procesy zrani

Spottebitelé, vzhledem ke stale se rozriistajicimu trhu s potravinami, vyhledavaji vyrazné;si
a zajimavéjsi chuté. V oblasti vyroby syrd to znamena vyssi naklady na vyrobu, a s tim i
spojena delsi doba zrani pti optimalni teploté. Proto se v technologii vyroby syrii rozvinul
zajem na urychleni procesu zrani (Farkye, 2004). Ke zintenzivnéni procesu zrani mizeme
pfispét zvySenim teploty zrani, vysokotlakym zpracovanim, pfidanim exogennich enzymi,
startovaci kulturou s upravenou bunécnou sténou, pouzitim doplitkové kultury ¢i genomové

modifikovanymi bakteriemi mlé¢ného kvaseni (Eskin, 2013).

Zvysena teplota skladovani je Casto pouzivanou technologii k urychleni zrani syru. Existuje
zde ovSem riziko riistu patogennich mikroorganizmil za zvySenych teplot. Bylo prokédzano,
ze u syru tvrdych a polotvrdych byla doba zrani zkracena ptiblizné o 60 %, aniZ by byla

ovlivnéna chut’ ¢i struktura (Eskin, 2013).

Vysokotlaka technologie spoc¢iva v aplikovani vysokého tlaku v rozsahu 100 — 1000 MPa na

velmi kratkou dobu. Tlakem dojde krozpadu bunék, a tim kuvolnéni a aktivaci
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intracelularnich enzymt uvnitt buiiky. Uvolnénim enzymi dochazi ke zvyseni rychlosti

proteolyzy. Tento zplsob zpracovani je prozatim jen na laboratorni urovni (Eskin, 2013).

Dal$im moznym faktorem ovlivilujici zrani syru je aplikace exogennich enzymu. Ty se
pfidavaji az do syrové matrice tzv. enkapsulaci béhem jeho formovani v gramovém
mnozstvi, neaplikuji se ptimo do mléka, jelikoz by byly odlouceny v syrovatce. Tato metoda
je ve velkém méfitku ekonomicky velmi nevyhodna vzhledem k vysokym nékladim na
fosfolipidy. V malém méfitku ovSem muze poslouzit ke zpestieni tradi¢nich chuti. (Eskin,

2013).

Startovaci BMK maji primarni roli fermentovat laktézu na kyselinu mlé¢nou, ¢imz dochézi
i k okyseleni prostiedi, proto neni mozné ptidat do mléka jejich libovolné mnozstvi. Existuji
ovSem zpusoby, kterymi dojde k oslabeni startovacich kultur, ale k zachovani jejich
intracelularnich enzymu pro uvolnéni béhem zrani syrd. Tyto oslabené bunky se nazyvaji
atenuované, a mohou byt pfipraveny n¢kolika zplisoby, jako je Sokové zmrazeni, suSeni
rozprasovanim nebo osetieni lysozymy za subletalnich podminek. Védci zjistili, ze napiiklad
kmen Lactobacillus helveticus po mrazovém Soku vykazoval zvySenou rychlost pfi tvorbé

volnych aminoskupin a ve fazi lipolyzy produkoval nejvyssi aroma. (Eskin, 2013).

U geneticky modifikovanych BMK dochézi predevsim ke zméné metabolismu laktozy,
k vyssi produkci peptidazy a zvySené lyze startovacich bunck. Pro genetickou modifikaci
byl zkouman kmen Lactococcus lactis, u kterého byl pozménén vySe zminény metabolismus
laktozy. Z laktoézy byly metabolizovany klicové meziprodukty a-acetolaktat (prekurzor
diacetylu) a octan. Vyssi produkce peptidazy zabraniuje k hromadéni hoikych peptidd, které
mohou nepfiznivé piisobit na aroma syru. VétSim rozsahem a rychlosti 1yzy bun¢k vznika 1
vys$$i akumulace aromatickych sloucenin, coz pozitivné ovliviiuje chut syru. Geneticky
upravend kultura Lactococcus lactis je komercné vyuzivana u syrt typu Cheddar a syrii
holandského typu (Eskin, 2013). Geneticky modifikované potraviny jsou legislativné piisné
hlidané, a proto dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1829/2003 o geneticky
modifikovanych potravinach musi byt na obalu uvedeno, ze se jedna o potravinu, ktera

obsahuje geneticky modifikované organizmy.
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3 POTENCIALNI RIZIKA SPOJENA S KONZUMACI SYRU

Mlécné vyrobky, zejména syry, maji z hlediska vyzivy velmi dobré nutricni vlastnosti. Syry
dodavaji lidskému télu az 50 % doporucené denni davky vapniku. Pfi jejich vyrobé mlze
ale dochazet nejen k ziskadni dilezitych zivin, ale i k fad¢ negativnim dopadim pro
spotiebitele. Jednim z téchto rizik je tvorba biogennich aminii béhem zrani syrt, které jsou

pro ¢lovéka ve vy$§im mnozstvi toxické (Sustova, 2018).

3.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA), jsou biologicky aktivni slouceniny, jejichz vznik miizeme piisuzovat
hlavn¢ bakteridlni aktivit¢ (mikrobidlni dekarboxylaci) (Kotzekidou, 2016). Tvorba
biogennich amind probiha béhem rozkladu bilkovin (Motarjemi, 2014). Substrat pro tvorbu
biogennich amint tvoii volné AMK, které vznikaji béhem zrani syrt pii proteolyze. Obsah
volnych AMK se pfti del§i dob¢€ zrani zvySuje (Linares, 2011). Biogenni aminy se vyskytuji
v §iroké Skale potravin, véetné ryb, rybich vyrobkil, fermentovanych potravin a napoju (pivo,
vino, jable¢ny most). Pfitomnost BA v potravindch se obvykle vyuziva jako indikator
nezadouci mikrobidlni aktivity (Spano et al., 2010). Podle chemické struktury mtizeme
biogenni aminy délit na aromatické (tyramin, fenylethylamin), heterocyklické (histamin,
tryptamin), alifatické diaminy (putrescin, kadaverin) a alifatické polyaminy (spermin,
spermidin, agmatin) (Kotzekidou, 2016). Nejvice dilezZité BA obsazené v potravinach jsou
histamin, tyramin, putrescin, kadaverin a fenylethylamin ziskané dekarboxylaci histidinu,
tyrosinu, ornithinu, lysinu a fenylalaninu. Putrescin vznika také dekarboxylaci agmatinu

(Alvarez et al., 2014).

Schopnost produkovat biogenni aminy mé fada mikroorganizmi, mimo jiné i grampozitivni
a gramnegativni bakterie. Gramnegativni bakterie (E.coli, Klebsiella pneumoniae a Serratia
spp.), které se v syru a mléce nachéazi vétSinou jako kontaminanty, jsou schopné produkce
histaminu. Gramnegativni bakterie Enterobacteriaceae jsou schopné produkovat putrescin
a kadaverin. Mezi hlavni producenty biogennich aminil v syru vSak patfi grampozitivni
bakterie. V této skupiné zaujimaji hlavni roli BMK (rody Enferococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc a Streptococcus). Tyto rody se podili zejména na produkci histaminu a
tyraminu. Pivod vSech zminénych organizmi muiZeme hledat v mlééné mikroflote,
startovacich ¢i doplikovych kulturach, nebo jako kontaminanty vzniklé pfi zpracovani syrt
(Linares, 2011). Pro kontrolu BA v potravinach byly zvoleny rizné metody umoziujici

detekci kmenl bakterii produkujicich BA a monitorovani produkovanych amini
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prostfednictvim potravinového fetézce. Nejbeznéjsi analytickou metodou je vysoko ucinna

kapalinova chromatografie (HPLC) zahrnujici derivatizaci BA (Alvarez et al., 2014).

3.1.1 Negativni dopad biogennich amini na konzumenta

Biogenni aminy jsou pro spotiebitele nebezpecné pouze v nadlimitnim mnozstvi. Jejich
nizké hladiny normalné¢ nebezpecné nejsou, jelikoz jsou deaktivovany enzymy ve stieve.
Ohrozeni mohou byt jedinci s nedostatkem téchto enzyml, mezi néz patii
monoaminooxidaza, diaminoxidaza, polyaminoxiddza a N-methyltransferaza (Linares,
2011). U lidi s nedostatecnou ucinnosti jejich detoxikacniho systému mize velké mnozstvi
téchto aminti zptisobovat zdravotni potize (Spano et al., 2010). Je také znamo, Ze konzumace
vice rizikovych potravin najednou zvySuje riziko nezddoucich U¢inki na organizmus
(Buiikova a kol., 2012). Biogenni aminy pfijimédme do téla vétSinou v potravinach, které
obsahuji vysokou hladinu volnych aminokyselin ¢i vysoky pocet bakterii produkujicich

dekarboxylazu (Lawley et al., 2012).

Rizné aminy maji tendenci prevladat v rliznych potravindch v zdvislosti na ptitomné
aminokyselin¢, bakteridlni populaci a zplsobu skladovéani. Pii testovani akutni toxicity
biogennich amint byly zjistény jednotlivé uéinky téchto amint (Lawley et al., 2012). Uginky
BA lze klasifikovat jako reakci, intoleranci nebo intoxikaci podle zdvaznosti ptiznakil
(Alvarez et al., 2014). Reakce zahrnuje nevolnost, poceni, vyrazky, mirné zmény krevniho
zvracenim, prijmem, z¢ervenani obliceje, jasné Cervenou vyrazkou, tachykardii, palenim
ust, hypo-, nebo hypertenzi a migrénou. Intoxikace zptisobuje hypertenzi, ktera zptsobuje

nevratné poskozeni srdce ¢i centralni nervové soustavy (Alvarez et al., 2014).

vvvvvv

a kadaverinu tyto G¢inky biogennich amini zesiluji (Alvarez et al., 2014). V potravinach
obsahujicich dusitany, jako jsou masné vyrobky, miliZze putrescin a kadaverin reagovat
s dusi¢nany a produkovat karcinogenni slouceniny. Tyramin mizeme, mimo jinych, nalézt
ve vysSich koncentracich ve zralych syrech i fermentovaném mase. Tyramin je spojovan
s hypertenzi, poruchami dychéni a bolestmi hlavy, zejména u jedinct, kteti trpi migrénovymi
bolestmi hlavy. Histamin mzeme nejcastéji nalézt u ryb a v rybich vyrobcich. Otrava
histaminem u ryb je zndm4 jako scombrotoxicka otrava. Scombrotoxin se neomezuje pouze

na Cerstvé a zmrazené ryby, ale miZze byt pfitomen také v konzervovanych rybich
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produktech (Lawley et al., 2012). Pfiznaky histaminové otravy maji pomérné velky rozsah
symptomul pfipominajici alergickou reakci, a to pocit paleni nebo brnéni, kozni vyrazka,
hypotenze, bolest hlavy, navaly horka. V nékterych ptipadech dokonce i1 zvraceni a prijem
(Fernandes, 2009). Pfiznaky otravy obvykle samy vymizi do 24 hodin, ale mohou byt snadno
léceny antihistaminiky (Motarjemi et al., 2014).

Z hlediska hladiny koncentraci biogennich aminl v soucasnosti existuji zvlastni pravni
predpisy pouze pro ryby a produkty rybolovu. Pro ostatni suroviny existuji jejich doporuc¢ené
davky, které mohou byt pfekroCeny a predstavovat tak potencionalni zdravotni riziko
(Kotzekidou, 2016). EU zavedla legislativni mezni hodnoty pouze pro histamin u ryb,
jelikoz jde o nejcastéjsi intoxikaci biogennimi aminy. Horni hranice histaminu u ¢erstvych
nebo konzervovanych ryb je 100 mg/kg a 200 mg/kg pro fermentované ryby (Evropska

komise, 2005). Z tohoto divodu je dulezity pravidelny monitoring biogennich amini

v syrech a zajis$téni opatieni ke zlepSeni bezpecnosti potravin (Kotzekidou, 2016).

3.1.2 Faktory ovliviiujici tvorbu biogennich amini

Mnozstvi a typ biogennich amin vznikajicich v potravinach je silné ovliviiovan
charakteristikou potraviny, vcetné pH, aktivitou vody, obsahem mikroorganizmii (Friaz,
2017), ale také je ovliviiovan vnéj$imi parametry, jako je doba a teplota skladovani potraviny

(Alvarez et al., 2014).

Jednim z vyznamnych technologickych faktori ovliviiujici tvorbu biogennich aminti je pH
média. Pii okyseleni prostfedi dochazi ke sniZzeni poctu kontaminujicich gramnegativnich
bakterii, a tim sniZeni produkce biogennich amind. Je ovSem 1 zjiSténo, ze v kyselém
prostfedi roste produkce tyraminu. Tato zména koncentrace tyraminu byla pozorovéana
v syru zrajicim pii normdlnim pH a pfi pH 5,0. Hodnota pH 5,0 je optimalni pro
dekarboxyldazové enzymy (Linares, 2011). Dal§im vyznamnym faktorem ovliviiujici tvorbu
biogennich amint je teplota. Pii pouZiti niz§ich teplot zrani syri (20 °C misto 32 °C) byla
pozorovana snizena tvorba biogennich amint v syrech, v disledku zpomaleni az zastaveni
ristu mikroorganizmil s dekarboxylazovou aktivitou. I jejich analyzou v syrech vyrobenych
ze syrového a pasterizovaného mléka bylo prokazano, Ze syr ze syrového mléka obsahuje
vys§i pocet biogennich amind. Diky ¢emuz muizeme usoudit, zZe pasteraci se snizuje
pfitomnost producenti biogennich aminii. V nékterych fermentovanych potravinach je
obtiZzné zabranit akumulaci biogennich amini, protoZe podminky fermentace nelze snadno

upravit. Proto se v takovych ptipadech pouzivaji potravinaiské mikroorganizmy, které jsou
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schopny degradovat BA. Degradace biogennich amini probihd na zéklad¢ aktivity enzymu
aminooxidaz, které byly nalezeny v bakteriich rodu Lactobacillus, Pediococcus,
Micrococcus, Bacillus a kvasinky Brevibacterium linens. Do této skupiny amiooxidaz patii
1 histamin oxidaza, ktera katalyzuje oxidacni deaminaci histaminu na imidazol, acetaldehyd,
amoniak a peroxid vodiku (Alvarez et al., 2014). Poslednim faktorem z hlediska technologie
vyroby je koncentrace NaCl. Pfi vy$$im mnozstvi NaCl v syru byla zjiSténa nizsi
koncentrace biogennich amini, jelikoz vyssi koncentrace soli snizuje metabolickou aktivitu
producentii biogennich aminii (Linares, 2011). Je vSak dulezité brat zietel na to, ze kazdy ze

syrit ma svou vybranou texturu, chut’, kvalitu a neni vzdy mozné upravit proces vyroby syru.

3.2 DalSi rizika spojena s konzumaci syri

Obecné plati, Ze syr je pii spravné vyrobni praxi velmi bezpecny produkt. Pokud je ovSem
tato vyrobni praxe narusena, muze dojit ke kontaminaci syru, a tim i k ohrozeni spotiebitele.
Jednim z rizik spojenych s konzumaci syru je i vyskyt bakteridlnich patogenii (nejCastéji
Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus a patogenni
Escherichia coli). Mezi dalsi rizika mizeme ftadit vyskyt mykotoxini ¢i vySs§i piijem
cholesterolu.

Pti vyrobé vsech syrt je dulezita kvalita syrového mléka. Nejdulezitéjsi je ovSem u téch
syri, které jsou vyrabény ze syrového mléka. Klicovym faktorem jsou nizké pocty bakterii
a nizky pocet somatickych bun¢k v mléce. Pokud se za¢ne jejich pocet zvySovat, existuje
zde riziko kontaminace mléka a syri patogeny, kdy je vhodné mléko oSetfit pasteraci, pro
snizeni jejich poc¢tu. Soucasnad legislativa ale umoziuje i vyrobu syri z nepasterizované¢ho
mléka. Dle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady ¢. 853/2004 je ovSem provozovatel
potravinaiského podniku povinen informovat spotfebitele o pouZiti syrového
(nepasterovaného) mléka. Syry znepasterovaného mléka se ke spottebiteli dostavaji
zejména prostiednictvim z obchodi s farmafskymi vyrobky, ¢i pfimo z farmy (Hrbek,
2013). Mezi nejobavanéjsi patogeny nepasterovaného mléka patii Listeria monocytogenes,
ktera zplisobuje onemocnéni listeriozu. Mezi nejohrozené€jsi skupiny lidi patii hlavné
té¢hotné Zeny, novorozenci a osoby s oslabenym imunitnim systémem (Ryser, 2007).
Onemocnéni se projevuje horeckou, bolesti ve svalech, zalude¢nimi nevolnostmi, zvracenim
nebo priijmem. Listerii usmrcuje tepelny zakrok (sterilace ¢i pasterace). Miize ovSem také
dojit k rekontaminaci vyrobku po zpracovani, proto je doporuceno, aby se témto vyrobkiim

rizikové skupiny lidi vyhybaly (MZe, Bezpecnost potravin).
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Dals8im rizikem, které vznika vétSinou pii Spatném skladovani syrii (poruSeni chladirenského
fetézce), miize byt rozvoj mykotoxind, zejména u plisnovych syrt. Penicillium camemberti
produkuje kyselinu cyklopiazonovou, zatimco Penicillium roqueforti produkuje toxin
rokfortin a patulin. V syrech mohou byt pfitomny i dal$i mykotoxiny, jako jsou napiiklad
aflatoxin, citrinin ¢i sterigmatocystin. Mykotoxiny mohou byt ve vysSSich davkach
karcinogenni. Rlst mykotoxind v syrech mize byt potlacen piidavkem konzervacnich latek

(napf. sorbat, natamycin) (McSweeney et al., 2017).

Vzhledem k tomu, Ze spotfeba syrit v poslednich letech stoupd, zvySuje se tim i piijem
cholesterolu, ktery syr obsahuje, a tim zvySené riziko kardiovaskularnich chorob pro
¢loveéka. Obsah tuku v syru se zna¢né 1isi. Obecné je ale znamo, ze syry obsahuji zhruba 60
% nasycenych mastnych kyselin z celkového obsahu lipidd, které cholesterol (jako soucast
lipoproteinil) transportuje krvi. Pfi konzumaci syri s vysSim obsahem tukd doporucili
odbornici snizit pfijem. Na tento fakt reagovaly i trzni sité, a zacaly na trh uvadét syry se

snizenym obsahem tuku. (McSweeney et al., 2017).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo posoudit vyvoj obsahu biogennich aminii v pribéhu zrani

v zavislosti na pouzité kultute. Pro dosazeni tohoto cile byly vytycCeny dil¢i cile:
o Vyrobit modelové vzorky syrt s ptidavkem vybranych biogennich aminti

. Porovnat koncentrace biogennich aminti mezi kontrolni Sarzi a Sarzi
inokulovanou kmenem Lacticaseibacillus casei CCDM 198, ktery je schopen

degradovat biogenni aminy
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S METODIKA

5.1 Vyroba modelovych vzorki

Byly vyrdbény modelové vzorky syrG holandského typu s nizkodohiivanou syteninou.
Vzorky byly vyrobeny v laboratotich Ustavu technologie potravin Fakulty technologické.
Celkem byly vytvoteny 2 rtizné Sarze syra. Postup vyroby a ptidavek smetanové kultury byl
pro obé Sarze shodny. Béhem vyroby byly do obou Sarzi pfimo ptfidany biogenni aminy
kadaverin, tyramin, fenylethylamin a putrescin v koncentraci 3,6 g dané¢ho biogenniho
aminu na 1 litr mléka s tim, Ze do druhé Sarze byla navic piidana kultura schopna degradace

biogennich amind.
- Modelova Sarze syria K — kontrolni Sarze (bez ocekavané degradace biogennich
amint)
- Modelova Sarze syrii R — ptidavek degradéra biogennich amint Lacticaseibacillus
casei CCDM 198
V grafech vysledkové ¢asti budou modelové vzorky kddovéany nésledovneé:
- Vzorek KS — syfenina kontrolnich modelovych vzorki K
- Vzorek RS — syfenina modelovych vzorkt R s degradujicim kmenem
- Vzorek K — kontrolni §arze modelovych vzorkl

- Vzorek R — Sarze modelovych vzorkl s degradujicim kmenem

5.1.1 Material a pomicky
- Syrové mléko

- Lyofilizovand smetanovd mezofilni kultura (Lactoflora, Milcom a.s., Ceska

republika)
- Nasyceny roztok CaCl> (Milcom a.s., Ceska republika)
- Syfidlo Chymax 200 (Chr. Hansen, Dansko)
- Potravinaiska stil (Herold feznické potieby s. r. 0., Ceské republika)
- Antimykoticky pfipravek (Delvocid XT1, DSM, Nizozemsko)
- 8% kyselina peroctové (Diversey, Ceska republika)

- Laboratorni odstfedivka FT15 (Armfield, Velka Britanie)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

- Vyrobnik syrti (Driml s. r. 0., Ceska republika)
- Syraiské plachetky

- Vakuova balicka (Henkelman, Nizozemsko)

- Zraci komora (Candy, Italie)

- Analytické vahy

- Vyvije¢ vodni pary

- Germicidni UV lampa

- Zkumavky, automatické pipety, odmérné valce, teplomér se sondou, mixér, sito

5.1.2 Postup vyroby modelovych vzorku

Pred zahdjenim prace byly veskeré predméty, které pfisly do styku se surovinou,
meziproduktem a syry, dezinfikovany a ndsledné oplachnuty pitnou vodou pro zamezeni
ptenosu rezidui dezinfek¢nich/inhibicnich latek do produktu. Dale byly vyrobni prostory
laboratote ptes noc (pied vlastni vyrobou syrti) vysviceny germicidni (UV-lampou). Tésné
pted pouzitim byly oSetfeny pouzité nadoby, vyrobnik a lisovaci vana vodni parou pomoci

vyvijece vodni pary.
Den 1: Priprava provozniho zakysu

Pii vyrobé jedné Sarze syrti bylo pouzito 18 1 kravského mléka a 80 ml smetanového
provozniho zakysu smetanové kultury Laktoflora. Zakys byl pfipraven v 50ml zkumavkach
(plastovych vzorkovnicich) z vysoce pasterované¢ho mléka. Byly pouzity 4 vzorkovnice,
kazda vzorkovnice obsahovala 40 ml mléka. Do vzorkovnice bylo nalito mléko, zkumavka
uzaviena, oznacena kddem zakysu a vloZena do stojanu vrouci vodni 14zn€. Hladina vodni
lazn¢ dosahovala do 2/3 vysky sloupce pasterovaného mléka. Po 30 minutach zahtevu bylo
mléko ponechdno v uzaviené zkumavce k vychladnuti na 30+2 °C. Smetanova kultura o
mnozstvi 0,15 g/40 ml mléka byla inokulovdna do mléka vytemperovaného na 3042 °C a to
tak, Ze vicko zkumavky bylo uzavieno a smés ditkladn€ promichana pro dokonalé rozptyleni
kultury v mléce. Poté byl zékys kultivovan v termostatu na 2541 °C po dobu 16-20 hodin.
Dale byl zakys s degradérem biogennich amint pfipraven tak, ze se 2,5 ml zivného média
s kmenem inokulovalo do 20 ml mléka. Kultivace byla provedena stejnym zplisobem jako u

smetanového zakysu.
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Den 2: Postup vyroby syri s nizkodohfivanou syfeninou

Syrové mléko bylo nejdiive predehiato v nadobé s meziplastém na teplotu 37 °C (teplota
byla odecitana pomoci vpichového digitalniho teploméru). Mléko bylo néasledné prevedeno
do odstiedivky a odstfedéno na rychlostni stupeii 6. U¢inkem odstiedivé sily bylo mléko
separovano na mlécny tuk (smetana, obsah tuku 45 %) a mlé¢nou plazmu (odstiedéné mléko,
obsah tuku pfiiblizn¢ 0,02 %). Ob¢ frakce byly sbirany odtokovymi kanaly do piedem
piipravenych nadob. Poté byla provedena standardizace mléka na pozadovany obsah tuku
vsusiné 45 %. Mléko bylo standardizovdno ve standardiza¢ni nddobé navazenim a
smichanim odstfedéného mléka a smetany na celkovy objem 18 1. Nasledn¢ byla provedena
Setrnd pasterace diskontinualnim zptisobem ve vyrobniku pii teploté 72 °C po dobu 30
vtefin. Pasterované mléko bylo nésledné ochlazeno a vytemperovano na inokulacni a syfici
teplotu 32+1 °C. Po vytemperovani mléka byl inokulovan pfipraveny provozni zdkys a 9 ml
nasyceného roztoku CaCl, pro podpofeni syfeni. Soucasné byly do mléka pridany jednotlivé
biogenni aminy (fenylethylamin, putrescin, kadaverin a tyramin) v mnozstvi 200 mg/l mléka
(celkem bylo ptfidané mnozstvi kazdého BA 3,6 g na vyrobni Sarzi). Takto pfipravena smés
byla dokonale promichdna a za soucasného michani se ponechala 20 minut prokysat. Po
prokysani bylo do mléka ptidano 2 700 ul syfidla (Chymax 200), fedéného v desetinasobku
pitné vody. Smés byla kratce a intenzivné promichdna a nasledné zklidnéna pohybem
michadla (opacnym otacenim) a ponechana v klidu po dobu 30 minut. Michadlo bylo po

ustaleni hladiny vyjmuto z vyrobniku.

Po 30 minutach syteni byla syfenina prokrojena pomoci syratfské harfy (podélné i pficné) a
ponechala se 10 minut v klidu. Nasledné se syfenina pomoci syrafské harfy s vertikalnimi
strunami opatrn¢ rozdrobila a pomoci michadla se syfenina dalSich 30 minut michala
k podpofeni vytuZzovani syraiskych zrn. Poté byla za stdlého michani pfes sito odebrana ¢ast
syrovatky o objemu pfiblizn€ 5,25 1 a k syrafskému zrnu byla velmi pomalu pfidana voda o
objemu 3,5 I a teploté 60 °C, ¢imz teplota systému vzrostla na 37 °C (dohtivani syraiského
zrna). Pro udrzeni poZzadované teploty systému byla pouzita regulace teploty pomoci fidici
jednotky vyrobniku. DosouSeni syraiského zrna probihalo za stdlého michani pomoci

michaciho zafizeni po dobu 30 minut pii maximalnim vykonu michadla.

Po uplynulé dobé dosouseni zrna nasledovalo formovani a lisovani syfeniny. Syfenina byla
slita do vany, kde byla predlisovana. Ptredlisovani trvalo 20 minut. Nasledn¢ bylo cast
syfeniny odebrano k dal$im chemickym analyzam (vzorky KS a RS). Poté byla pfedlisovana

syfenina premisténa do 6 lisovacich forem, které byly vyloZeny plachetkou. Syfenina se
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lisovala pomoci lisu s postupné se navysujici zatézi 5 kg, 15 kg a 25 kg. Kazdym zavazim
byla syfenina zatizena 30 minut. Poté byly bloky syri z forem vyjmuty, otoc¢eny a lisovany
po dobu 60 minut pomoci 25 kg zatéze. Po lisovani byly syry ulozeny do naddob a umistény

do lednice k prokysani do druhého dne.

Po prokysani byly syry soleny v solné 14zni a oSetfeny antimykotickou suspenzi. Nasledn¢
se nechaly syry oschnout po dobu 30 minut a byly baleny do smrstitelnych folii na vakuové
baliCce. Zabalené bloky syrii byly ponotfeny do horké vody ke smrsténi folie. Oznacené
bloky syrii se nasledn¢ ulozily do zraci komory. Odbéry vzorkii byly provedeny po 1. dnu
vyroby, a poté po 14., 28., 56. a 84. dnu zrani.

5.2 Zakladni chemicka analyza

5.2.1 Stanoveni obsahu suSiny

Obsah suSiny byl stanoven vazkovou metodou, vyjadieny jako hmotnostni ubytek po
vysuseni vzorku. Ke stanoveni obsahu suSiny byly navdzeny 3 g rozmixovaného syru do
pfedem vysuSenych hlinikovych misek s kiemicitym piskem. Takto navazené vzorky byly
umistény do suSarny a suSeny pii teploté¢ 105+1 °C po dobu 5 hodin. Po uplynuti této doby

byly vyjmuty ze susarny a znovu zvazeny. Vysledny obsah susiny byl vypocten dle vzorce:
obsah susiny [hm.%] = (mi;—ml) X 100
2

m; — hmotnost misky s piskem [g]
m2 — hmotnost misky pfed suSenim [g]

m3 — hmotnost misky s piskem a vzorkem po vysuseni [g]

5.2.2 Stanoveni obsahu tuku

Obsah tuku byl stanoven pomoci butyrometrické metody. Do butyrometru byly navaZzeny 3
g rozmixovaného syru. Nasledné bylo ptidano 14 ml kyseliny sirové. Butyrometr byl vlozen
do horké vodni 1azné o teploté 65 °C a velmi opatrné promichavan. Jakmile byl vzorek
rozpusten, piidal se amylalkohol, aby bylo dosaZeno ostrého rozhrani. Takto vytvofena smés
byla promichana. Uvolnény tuk byl nasledné odstfedén a v kalibrované ¢asti butyrometru

byl odecten obsah tuku. Vysledny obsah tuku byl vypocitan dle vzorce:

100 Xt

obsah tuku v susiné [%] =
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t — tucnost [%]

s — susina [%]

5.2.3 Stanoveni pH

Ke stanoveni pH v syrech byl pouzit vpichovy pH metr. U kazdého vzorku bylo provedeno

celkem 6 méteni, z nichz byla stanovena primérna hodnota.

5.2.4 Stanoveni obsahu soli

Pro stanoveni soli byla vyuzita potenciometricka titrace pomoci dusi¢nanu stfibrného.
S pfesnosti na 4 desetinnd mista byl navazen 1 g rozmixované¢ho vzorku syru. Tento
rozmixovany vzorek byl rozetfen ve tfeci misce, piidano 10 ml teplé destilované vody a
kvalitativné prevedeno do kadinky. Do kadinky ke vzorku byly pfidany 2 ml HNOs, a
nasledné byl vzorek doplnén destilovanou vodu do takového objemu, aby teplomér a
elektrody byly ponotfené. Smés v kadince byla titrovana roztokem dusi¢nanu stiibrného, a
vzdy po pridavku 0,5 ml byly zaznamendny hodnoty napéti. Vysledny obsah soli byl

sestaven z druhé derivace.

5.3 Mikrobiologicky rozbor

Pfi mikrobiologickém rozboru byl u kaZdého vzorku stanoven celkovy pocet
mikroorganizmii, pocet mléénych koki, pocet mlécnych tyCinek, pocet koliformnich

bakterii, enterokokl, kvasinek a plisni.

Z kazdého vzorku syru bylo steriln€ odebrano 5 g vzorku ke kvantitativnimu kultivaénimu
vySetfeni. Nasledné bylo ke vzorku pfidano 45 ml fyziologického roztoku. Takto pfipravena
smés byla vlozena do homogenizitoru po dobu 3 minut. Poté byla provedena tada
desetinasobného fedéni a zkumavky byly promichany na vortexu. Na povrch kultivaéni ptidy
bylo metodou roztéru odebrano 100 pl vzorku z kazdého fedéni. K mikrobiologickému

rozboru bylo odebrano také syrové mléko a smetanovy provozni zakys.

Pocet mikroorganismii byl vypocten jako primér ze dvou po sobé jdoucich fedéni dle

VZOrce:

»c

ocet mikroorganismi = ————
p & V(n1+0,1n2)d

> C — soucet kolonii vSech ploten
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V — objem inokula [ml]

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

n2 — pocet ploten vybranych k vypoctu z druhého zvoleného fedéni

d — faktor fedéni pfi prvnim zvoleném fedéni

Vysledky jsou vyjadreny v poctu KTJ — kolonie tvoficich jednotek v 1 g (ml).

Ke stanoveni celkového poctu mikroorganizmii (CPM) byla pouzita neselektivni zZivna ptida
PCA (Plate Count agar), kde misky byly kultivovany aerobné pti 30 °C po dobu 48 hodin.
Pro stanoveni laktokokt byla pouzita pida M17, u které misky byly kultivovany pii 37 °C
po dobu 48 hodin za aerobnich podminek. Pro stanoveni poctu laktobacild byla zvolena ptida
MRS agar. Kultivace probihala anaerobné pifi 30 °C po dobu 48 hodin. Na selektivné
diagnostické padé Endiiv agar (EA) byly stanoveny pocty koliformnich bakterii, které se
kultivovaly pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin aerobné&. Pro stanoveni enterokokt byl zvolen
Slanetz-Bartley agar (SB agar). Misky s enterokoky byly inkubovany pti 37 °C po dobu 48

hodin aerobné.

5.4 Stanoveni obsahu biogennich amini

Pti stanoveni obsahu biogennich amint byla nejprve provedena extrakce pomoci kyseliny
chloristé. Byl navazen 1 g rozmixovaného vzorku syru po lyofilizaci, a k tomu bylo ptidano
10 ml 0,6M-kyseliny chloristé. Smés byla promichéna na vortexu a tfepana na tfepacce po
dobu 40 minut. Poté byl vzorek odstiedén po dobu 10 minut a vznikly supernatan pftelit do
25ml odmérné banky. K sedimentu ve zkumavce bylo pfiddno 7,5 ml 0,6M-kyseliny
chlorist¢ a opét promichano. Tento cely proces byl opakovan jesté¢ dvakrat. Celkovy

supernatan byl pfefiltrovan pies papirovy filtr a extrakt uschovan v mikrozkumavkach.

Po extrakci nasledovala derivatizace vzorku. Do derivatiza¢ni nadobky bylo pipetovano 100
ul 1,7 — heptandiaminu o koncentraci 500 mg/l (vnitini standard). Ke vnitfnimu standardu
byl pfiddn 1 ml vzorku, 1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,1 — 11,2 a 2 ml Cerstvé
pfipraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g/l v acetonu. Derivatizacni nddobka
byla uzaviena a tfepana v temnu po dobu 20 hodin. Po uplynuti této doby bylo ke vzorku
pfidano 200 pl roztoku prolinu a tfepano dalsi 1 hodinu. Po hodiné€ byl pfidan 1 ml heptanu
a vzorek byl 3 minuty tfepan ru¢né. Po ustdleni hladiny bylo ze vzorku odpipetovan 1 ml
heptanové vrstvy do vialky, které byly odpateny pfi teploté 60-65 °C do sucha pod proudem

dusiku. Suchy odparek byl ziedén 1 ml acetonitrilu.
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Takto ptipraveny vzorek byl prefiltrovan pies stfikackovy filtr s porozitou 0,22 um a

davkovan do chromatografického systému.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Zakladni chemicka analyza

6.1.1 Stanoveni obsahu suSiny

V pribéhu zrani modelovych vzorkli syr bylo provedeno stanoveni obsahu suSiny.
Vysledné obsahy suSiny v syfeniné a ve vyrobenych syrech v prib&hu jejich zrani jsou
uvedeny na Obrazku €. 2 a na Obrazku ¢. 3.
40
35

30

[%]

25

OBSAH SUSINY

v

KS RS

Obrazek €. 2: Obsah susiny v syfeniné

Nejprve byla stanovovana susina u syfenin (pfed lisovanim) obou vzorkd syri (vzorky KS a
RS). Hodnota syteniny kontrolniho vzorku (KS) ¢inila 35,76+2,78 %, a hodnota syfeniny
s degradujicim kmenem Lacticaseibacillus casei CCDM 198 (RS) byla vypoctena na
hodnotu 32,69+2,11 %. Ze srovnani hodnot obou syfenin je zfejmé, ze obsah susiny ve
vzorku KS byl vyssi, stejné jako primérnd hodnota suSiny vzorku K. Nicméné rozdil

v obsahu suSiny mezi vzorky byl nevyznamny.
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Obrazek €. 3: Obsah suSiny v pribéhu zrani syrt

V pribéhu zrani byl u modelovych Sarzi syrii pozorovan vyvoj jejich susiny. Jejich hodnoty
byly téméf srovnatelné, primérna hodnota obsahu susSiny byla 44,72+0,55 %. Z grafu lze
vycist, Ze u Sarze modelového vzorku R (syr s degradujicim kmenem) byl stanoven mirné

niz8i obsah suSiny, a to v pruméru 43,62+0,42 %. U modelového vzorku K byla susina mirné

<

y$8i, primérna hodnota byla 45,82+0,67 %. Dale lze vycist, ze po 14 dnech doslo
k mirnému naristu susiny, ale po 28 dnech doslo u obou $arzi k poklesu. Po 56 dnech doslo
op¢t k nepatrnému nértstu obsahu suSiny, ktery byl téméf srovnatelny s obsahem suSiny po
84 dnech. Z uvedenych vysledkli 1ze v§ak konstatovat, Ze zmény v obsahu susiny u obou
sledovanych Sarzi syrti nebyly vyznamné. Mirny nartist suSiny v pribéhu zrani obou Sarzi

syri vznikl pravdépodobné z divodu mirného odpateni vody ze syrt (Fox, 2004).

6.1.2 Stanoveni obsahu tuku

Jako dalsi stanoveni bylo provedeno stanoveni obsahu tuku, a také stanoveni obsahu tuku

v susin€. Obrazek ¢. 4 a Obrazek €. 5 uvadi obsah tuku v prubéhu zrani v syfeniné a syrech.

Obsah tuku v syfeniné (Obrazek €. 4) obou vzorki syrt byl stanoven na stejnou hodnotu, a
to 13,33 %. Z vysledkl 1ze konstatovat, Ze pfidavek protektivniho kmene nemél vliv na

obsah tuku v syfeniné (zachyceni tukovych kuli¢ek v trojrozmérné proteinové siti syfeniny).

Z Obréazku €. 5 lze vycist, ze primérny obsah tuku ve vzorcich syrt se pohyboval v rozpéti
16,8 — 17,9 %. Vysledky Sarze syrit K jsou vys$si, primérnd hodnota byla stanovena na

17,9+0,27 %. U syri Sarze R ¢inila praimérna hodnota tuku 16,8+0,25 %.
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Obrazek ¢. 4: Obsah tuku v syfeniné
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Obrézek €. 5: Obsah tuku v pribéhu zrani syra

Obsah tuku v su$iné v syfeninadch (Obrazek ¢. 6) obou vzorkli se pohyboval v rozmezi
hodnot od 37,29-40,79 %. Na Obrazku ¢. 7 je zobrazen vyvoj obsahu tuku v susing

v prubehu zréani.
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Obrazek €. 6: Obsah tuku v suSiné v syfeniné
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U vzorku K ¢inila primérna hodnota tuku v susin¢ 39,07+0,62 %, a u vzorku R 37,91+0,33
%. Z téchto hodnot je patrné, ze oba modelové vzorky syrt fadime do skupiny polotu¢nych
syri, u nichz se obsah tuku v suSin¢ pohybuje v rozmezi 25-45 % (Kadlec, 2012). Z grafu
lze vycist, Ze u vzorku K byl po 28. den narlst obsahu tuku v suSiné¢ o 3,48 %, poté
nasledoval mirny pokles hodnot. U vzorku R s degradujicim kmenem lze pozorovat, ze
taktéz jako u vzorku K doslo po 28 dnech k nardstu obsahu tuku v susing, ale jen o 1,75 %,
a poté také nasledoval mirny pokles hodnot. Lze ovSem fici, Ze nebyl zaznamenén rapidni
narust ¢i pokles obsahu tuku v susin€ v priibéhu zrani. Soucasné se od sebe modelové Sarze

syri v obsahu tuku v susiné vyznamné nelisily, coz znaci o spravné provedené standardizaci.

K R
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Obrazek €. 7: Obsah tuku v suSin€ v prab&hu zrani
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6.1.3 Stanoveni pH

Jako dalsi stanoveni bylo provedeno stanoveni pH v syfening syru a stanoveni pH v priubéhu

zrani syri. Vysledky byly zaznamenany do grafu (Obrazek ¢. 8 a Obrazek €. 9).

KS RS

Obrazek ¢. 8: Obsah pH v syfeniné

Z Obrazku €. 8 1ze vycist, Ze hodnoty pH byly nejvyssi na pocatku zrani syri. Tato vysoka
hodnota pH vznika v disledku toho, Ze na poc¢atku zrani syr je vysoky obsah laktdzy, kterou
jesté¢ pritomné mikroorganizmy nestihly zfermentovat. V prvnich hodinach dochazi
k rozkladu laktézy pomoci BMK na kyselinu mlé¢nou, coz zpusobi pokles pH. U syfenin se
hodnoty pH pohybovaly v rozmezi 6,51-6,72, coZ jsou hodnoty pH vyS$$i nez u syri.
Rozdilné pH hodnoty syfenin a syrt byly stanoveny z divodu toho, ze pfi lisovani dochazi
k poklesu hodnoty pH aktivitou pfitomnych mikroorganizmt, tudiz v prokysanych syrech

musi byt poc¢atecni hodnota pH nizsi (McSweeney et al., 2017).
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Obrézek €. 9: Obsah pH v pribchu zrani syri

V pribéhu zrani syrt (mezi 1. a 14. dnem zrani) doslo k opétovnému snizeni pH, coz je
patrné i z Obrazku ¢. 9. Hodnoty pH u vzorku K zac¢inaly v prib¢hu zrani na hodnoté 5,64,
a v prubéhu zrani klesly na hodnotu 4,86. U vzorku R s degradujicim kmenem bylo
zaznamenano také snizeni hodnot, a to z hodnoty 5,7 na hodnotu 4,73. Z grafu lze ovSem
vycist i to, ze béhem 28. a 56. dne dochazi k mirnému nartistu pH. Tento nérast je zpiisoben

produkty vznikajicimi v pribéhu proteolyzy (Fox, 2004).

6.1.4 Stanoveni soli

V pribéhu zrani bylo analyzovano i stanoveni soli v syrech. Na Obréazku €. 10 jsou uvedeny
pramérné hodnoty v pribéhu zrani. Hodnoty byly stanoveny az od 14. dne, jelikoZ pocatecni
odbér syrt byl proveden pied solenim syrt, tedy obsah soli by byl u téchto syrii témér

nulovy.

Obsah soli u modelovych Sarzi syri se nikterak vyznamné v pribéhu zrani neménil. U
vzorku K €inil primérny obsah soli 1,6+0,07 %, a u vzorku R s degradujicim kmenem byl
stanoven na primérnou hodnotu 1,56+0,06 %, z ¢ehoz lze usoudit, Ze obsah soli byl u obou

Sarzi srovnatelny a nemohl ovlivnit mikrobiologické a biochemické zmény v pribéhu zrani.
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Obrazek €. 10: Obsah soli v pribchu zrani syrt

6.2 Mikrobiologicky rozbor

Modelové vzorky syrt byly dale podrobeny mikrobiologickému rozboru. Bylo provedeno

kvantitativni

stanoveni

celkového poctu mikroorganismi (CPM),

bakterii

rodu

Lactobacillus (respektive mlécné tyCinky) a Lactococcus (mlééné koky), koliformnich

bakterii, enterokokt, kvasinek a plisni. Vysledky byly shrnuty v nasledujicich grafech. Pro

kontrolu byl mikrobiologické analyze podroben i zakys pouZity pii vyrobé syra.

Tabulka €. 6: Pocet mikroorganismil v zakyse pro vyrobu modelovych vzorki syrt

ZAKYS [log KTJ/g]
oznaceni mlécné mlécné koliformni | plisné a
vzorku cPM koky tycinky enterokoky bakterie | kvasinky
smetanovy | g g 10,57 0 0 0 0
zakys K
smetanovy | g g, 8,97 0 0 0 0
zakys R
zakys s 11,19 0 10,8 0 0 0
degradérem

Z Tabulky €. 6 mizeme vycist, Ze pocty bakterii byly vyssi v zdkyse s degradérem. Pocty

enterokokil a koliformnich bakterii byly nulové, coz znaci o tom, ze nedoslo ke kontaminaci

béhem piipravy téchto zakysu.
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Celkovy pocet mikroorganizmill v modelovych vzorcich syrt je znazornén na Obrazku €. 11.
Na obrazku lze pozorovat u obou vzorki syrit pozvolny nartist mikroorganizmu do 28. dne,
poté nasledoval ibytek mikroorganizmi. Vzorek K, ke kterému byly pfidany pouze biogenni
aminy, dosahoval v prib&hu zrdni pouze malych zmén ve vyvoji mikroorganizmu. U vzorku
R, ktery obsahoval také degradér Lacticaseibacillus casei CCDM 198, mlizeme od 14. dne

pozorovat vyssi nartist mikroorganizmi, 28. den dosahoval nejvyssiho nartstu, a to 10,49

log KTJ/g. Nésledn¢ hodnoty CPM u vzorku R po 28. dnu klesaly, stejné jako u modelového

R

Hml.den *14.den m28.den MW56.den # 84.den

vzorku K.
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log KTJ/g

K

Obrézek €. 11: Celkovy pocet mikroorganismi v prubéhu zrani syrii
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Obrézek €. 12: Mlécné koky v prabéhu zrani syri
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Na obrazku ¢. 12 miizeme pozorovat vyvoj mléénych kokt v pribéhu zrani syri. U obou
modelovych vzorkll syri mizeme sledovat nejvyssi nartist mléénych kokli po 14 dnech
zrani. U vzorku K doslo po 14 dnech zrani k poklesu obsahu bakterii, kdy 56. den byl tento
U vzorku R byl narast mléénych kokli mirné vyssi. Jejich obsah vzriistal, stejn¢ jako u

vzorku K, do 14. dne, poté nasledoval mirny pokles.

Obrazek €. 13 znazoriiuje vyvoj obsahu mlécnych ty¢inek. U vzorku K, u kterého byl
pridavek pouze biogennich amint, nebyl nariist mlé¢nych ty¢inek zaznamenan. U vzorku R,
ke kterému byl pridan degradér Lacticaseibacillus casei CCDM 198, byl zaznamenan nartst
az do 28. dne zrani. Po 28 dnech nasledoval pokles poctu mléénych ty€inek. Prvni den zrani
u vzorku R byl pocet mléénych tycinek nejnizsi, a to 7,94 log KTJ/g, nejvyssi pocet kolonii

v prub¢hu zrani €inil 10,40 log KTJ/g, a v poslednim mésici zrani pocet kolonii klesl na 8,79

log KTl/g.
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Obrazek ¢. 13: Mlécné tyCinky v prabéhu zrani syrt

Milécné koky a mlécné tyCinky jsou povaZzovany za startovaci bakterie, jejichZz hlavnim
ukolem je produkce kyselin béhem vyroby. Nicméné piispivaji také ke zrani syri, protoze
jejich enzymy se podili na proteolyze, lipolyze a pfeméné aminokyselin, které mohou byt
vyuzity pro vznik biogennich amint (Fox, 2004).

Déle byl pomoci mikrobiologické analyzy proveden rozbor enterokokli a koliformnich

bakterii. U vzorku K, ani u vzorku R nebyla pfitomnost t€chto bakterii zaznamenana, z ¢ehoz

muzeme usoudit, ze pii vyrobé syrti byla dodrzena vSechna hygienicka opatieni a nedoslo
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ani k sekundarni kontaminaci syri. Enterokoky a koliformni bakterie maji negativni dopad

na kvalitu syra, mohou zpiisobovat i pozdni dufeni syri (McSweeney et al., 2017).

6.3 Stanoveni obsahu biogennich amini

V priibéhu zrani modelovych vzorki syrt bylo provedeno stanoveni biogennich aminti. Jesté
pted samotnou analyzou modelovych vzorkl syrt byla provedena analyza technologickych
ztrat biogennich aminti do syrovatky v prubéhu vyroby syra, ktera je shrnuta nize v Tabulce

¢.7.

Tabulka €. 7: Technologické ztraty BA v pribéhu vyroby syri

ztraty biogennich aminl [mg/kg]
oznaceni mnozstvi mnozstvi mnozstvi mnozstvi
vzorku fenylethylaminu putrescinu kadaverinu tyraminu
K 1730,1 1973,3 874,4 2477,3
R 1922,1 2138,0 1004,5 2586,1

Pro stanoveni technologickych ztrat biogennich aminti byl odebran vzorek pied dohtivanim,
pted lisovanim a pfi lisovani syrafského zrna, abychom ur¢ili, kolik biogennich amint pteslo
do syrovatky. U vzorku K, ktery obsahoval pouze pfidavek biogennich amin, byla tato
ztrata vypoctena na 48,06 % fenylethylaminu, 54,81 % putrescinu, 24,29 % kadaverinu a
62,82 % tyraminu. U vzorku R, ktery krom¢ ptidavku biogennich aminti obsahoval i
degradér Lacticaseibacillus casei CCDM 198, byly tyto technologické ztraty stanoveny na
53,39 % fenylethylaminu, 59,39 % putresicnu, 27,90 % kadaverinu a 71,84 % tyraminu.

Tabulka ¢. 8: Zistatek BA v syrové matrici na dobu zrani

zUstatek biogennich aminl [mg/kg]
oznaceni mnozstvi mnozstvi mnozstvi mnozstvi
vzorku fenylethylaminu putrescinu kadaverinu tyraminu
K 1869,9 1626,7 2725,6 1122,7
R 1677,9 1462,0 2595,5 1013,9
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Dale byly analyzovany biogenni aminy v pribéhu zrani v modelovych vzorcich syrt. Na

Obrazku ¢ 14 je uveden jejich celkovy obsah v pribéhu  zrani.
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Obrazek ¢. 14: Stanoveni celkového obsahu biogennich aminti v pribéhu zrani syra

Z grafu (Obrazek €. 14) mlzeme pozorovat, Ze u modelovych vzorkl (K, R) byl obsah
biogennich aminil nejnizs§i vzdy v prvni den zrani syrii. U vzorku K nésledoval postupny
nariist koncentrace biogennich amini v pribéhu zrani syru, zatimco u vzorku R
s degradérem byl vyvoj obsahu biogennich amind po 14. dnu téméf stejny. V prvni den zrani

byl celkovy obsah biogennich aminii u vzorku R niZ$i o 8,0 %, po 14 dnech byl niZ§i pouze

u vzorku R zaznamenan pokles biogennich aminti o 14,59 %.

Mezi biogenni aminy, které se nejcastéji vyskytuji v syrech, patii tyramin, kadaverin,
fenylethylamin, putrescin a histamin (Fox, 2004). Zminéné biogenni aminy byly
analyzovany 1 ve vzorcich modelovych syrti K a R. Koncentrace téchto biogennich amin
byla zaznamenana do nasledujicich grafti. Obsah histaminu se v obou modelovych vzorcich
nachdzel pouze v malé koncentraci, proto jeho vysledky nejsou uvedeny. Piedpoklada se, ze
do koncentrace 400 mg/kg histaminu je tato hladina biogenniho aminu bezpecnd, a lze
mozné UCinky histaminu deaktivovat aminooxiddzami ve stfevé (Linares, 2011).
Z legislativniho hlediska je horni hranice histaminu u Cerstvych nebo konzervovanych ryb
stanovena na hodnotu 100 mg/kg a 200 mg/kg pro fermentované ryby (Evropskd komise,
2005). Na nasledujicim Obrazku ¢. 15 mizeme pozorovat obsah fenylethylaminu v prib¢hu

zrani syra.
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Obrazek €. 15: Obsah fenylethylaminu v pribéhu zrani syrt

Na obrazku mizeme pozorovat, ze koncentrace fenylethylaminu se u vzorku K v pribéhu
zrani stale zvySovala, kdy 84. den dosdhla hodnota 2265,37+1,36 mg/kg maxima. U vzorku
R byla v prvnich dnech hodnota 1685,70+4,46 mg/kg fenylethylaminu nejnizsi, po 28 dnech
vzrostla na hodnotu 1952,8548,24 mg/kg, a poté v pritbéhu zrani mirné klesla. Ve srovnani
se vzorkem K je ale patrné, ze degradér Lacticaseibacillus casei CCDM 198 mél vliv na
snizeni koncentrace fenylethylaminu v syru. V prvni den zrani doslo ke snizeni o 9,96 %,
14. den zrani o 1,56 %, 28. den zrani o 3,23 %, 56. den zrani o0 11,76 % a v 84. den zrani o

16,34 %. Dal§im biogennim aminem s vy$$imi koncentracemi je kadaverin, jehoz vyvoj je
zaznamenan na Obrazku €. 16.
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Obrazek €. 16: Obsah kadaverinu v prabéhu zrani syra
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U vzorku K obsah kadaverinu, stejn¢ jako u fenylethylaminu, postupné vzrustal. Z grafu
muzeme pozorovat, ze jeho obsah byl nejnizsi v prvni den zrani na hodnoté 2735,84+2,72
mg/kg a nejvyssi v 84. den zrani, a to 3097,11+2,72 mg/kg. Modelovy vzorek R mél prvni
den niz§i nartist obsahu kadaverinu nez vzorek K, hodnota vzorku R v prvni den zréni byla
2606,54+7,35 mg/kg. Po 14 dnech obsah kadaverinu mirn€ vzrostl na hodnotu 2797,92+4,90
mg/kg, obsah kadaverinu vzorku R ale ani po mirném nartistu nedosahl hodnoty vzorku K po
14 dnech zrani, ktera Cinila 2817,92+6,41 mg/kg. Po 28 dnech dochazelo k poklesu obsahu
kadaverinu u vzorku R az na hodnotu 2541,45+8,47 mg/kg, coz byl obsah kadaverinu v 84.
den zrani syrt. Po dobu zrani doslo u vzorku R s degradérem k poklesu o 4,73 % v prvni
den, 0,71 % po 14 dnech, 5,43 % po 28 dnech, 11,79 % po 56 dnech a 17,94 % obsahu
kadaverinu po 84 dnech, proto lze tedy usoudit, Ze i vtomto pifipadé mél degradér

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 vyznamny vliv na sniZeni obsahu kadaverinu.

V nizsich koncentracich (ve srovnani s kadaverinem) byl zaznamendn obsah putrescinu,

jehoz vysledné hodnoty jsou uvedeny na Obrazku ¢. 17.
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Obrazek €. 17: Obsah putrescinu v pribéhu zrani syri

Z grafu na Obrazku ¢. 17 lze vycist, ze nejvyssi obsah putrescinu (1954,24+1,55 mg/kg) byl
zaznamenan u vzorku K v 84. den zrani. Od zacatku zrani do 84. dne miizeme u vzorku
K sledovat pozvolny nartst obsahu putrescinu. Naopak u vzorku R, ktery obsahoval
degradujici kmen, mizeme pozorovat nizsi obsah putrescinu jiz v prvni den zrani, a to o 162
mg/kg méné. Po 14 dnech vzrostl obsah putrescinu u vzorku R na hodnotu 1665,74+9,36
mg/kg, coz je hodnota nizsi, nez u vzorku K v 14. den zrani. Po 14 dnech zréani jiz obsah

putrescinu u vzorku s degradérem nevzristal, naopak dochazelo k jeho sniZovani, a to az na
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hodnotu 84. dne zrani 1574,05+6,24 mg/kg. Obsah putrescinu byl u vzorku R nizsi v prvni
den zrani 0 9,93 %, v 14. den zrani o 0,89 %, v 28. den zrani o 3,77 %, v 56. den zrani o
14,12 % a v 84. den zrani o 19,45 %, nez u vzorku K, z ¢ehoz mizeme usoudit, ze kultura

Lacticaseibacillus casei CCDM 198 ma vliv na sniZzeni obsahu putrescinu v syrech.

Dal$im biogennim aminem vyskytujicim se v syrech je tyramin. Tyramin spolu
s histaminem jsou povaZovéany za nejtoxiét&j§i biogenni aminy (Alvarez et al., 2014). Uginky
tyraminu jsou spojovany s hypertenzi, poruchami dychani a bolestmi hlavy (Lawley et al.,

2012). Vyvoj obsahu tyraminu je znazornén na Obrazku €. 18.
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Obrézek €. 18: Obsah tyraminu v pribehu zréni syrt

Na obrazku ¢. 18 Ize vidét, ze u obou modelovych vzorkii obsah tyraminu postupné naristal.
Mnozstvi obsahu tyraminu bylo u vzorku K 1 R nejnizsi v prvni den zrani. U vzorku R byl
obsah tyraminu v prvni den zrani nizsi o 112 mg/kg ve srovnani s kontrolni Sarzi vzorkt. Po
14 dnech zrani obsah tyraminu dosahoval zhruba stejnych hodnot u vzorku K i R, coZ
postupovalo az do 84. dne zrani, kdy hodnota vzorku K ¢inila 1515,45+£2,91 mg/ kg, u vzorku
R byla hodnota velmi podobna, a to 1533,174+2,67 mg/kg. Z tohoto porovnani miizeme
usoudit, ze degradujici kmen Lacticaseibacillus casei CCDM 198 nemél vliv na degradaci

tyraminu v syrech.
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Na degradaci biogennich amini ma vliv mnoho faktorti. Mezi nej¢astéj$i moznosti, jak snizit
jejich obsah v potravinach patii vybér vhodné startovaci kultury (bez schopnosti produkce
BA, nebo se schopnosti degradace BA) (Linares, 2011), dale hodnota pH, aktivita vody,
koncentrace soli (Friaz, 2017) a dalsi. Pro vznik biogennich aminti jsou diilezité mnozstvi a
dostupnost volnych AMK, jez jsou dekarboxylazovou aktivitou pfeménovany na piislusné
biogenni aminy (Linares, 2011). Snizovani vzniklych biogennich aminli je potiebné
z hlediska zdravotniho dopadu na ¢lovéka, u kterého mohou zplisobovat zdravotni potize

vedouci az k tézké intoxikaci (Stratton, 1990).

Dle Foxe (2004) bylo u syrt holandského typu zjisténo, ze schopnost mikroorganizmii
produkovat biogenni aminy ovliviiuje obsah soli, pH a teplota zrani syrti. Obsah soli se u
modelovych vzorkil v pribéhu zrani nikterak vyznamné nemeénil. Primérny obsah soli se u
vzorku K a R pohyboval v rozmezi 1,56-1,60 %. Fox (2004) ve svych vysledcich uvadi, ze
v syrech s obsahem soli 2,6 % bylo nalezeno mensi mnozstvi biogennich amint, nez
v syrech s obsahem soli 4,8 %. Dale uvadi, ze pfi snizujicim se pH dochézi i ke snizeni
biogennich aminil, coZ se potvrzuje i u naSich modelovych vzorkli K a R. U vzorku K byla
hodnota pH po 84 dnech zrani 4,86, a u vzorku R 4,73, u kterého byl také stanoven nizsi

celkovy obsah biogennich amini.

Podle Bonzar et al. (2017) je tvorba biogennich aminli v potravinidch inhibovana také
mikroorganizmy se schopnosti snizovat hladinu biogennich amini a zivin. Mezi tyto
mikroorganizmy patii 1 rizné kmeny rodu Lactobacillus. Toto tvrzeni bylo vysledkem 1
naseho experimentu, kdy bylo zjisténo, Ze kmen Lacticaseibacillus casei CCDM 198 mél
vliv na snizeni celkového obsahu biogennich amini (po 1. dnu o 8,00 %, po 14 dnech o 0,90
%, po 28 dnech 0 3,91 %, po 56 dnech o0 10,53 % a po 84 dnech o 14,59 %), zejména pak na

obsah fenylethylaminu, putrescinu a kadaverinu.
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ZAVER

Diplomova prace méla posoudit vyvoj obsahu biogennich amini po dobu 84 dnl mezi
kontrolni Sarzi a Sarzi inokulovanou kmenem Lacticaseibacillus casei CCDM 198, ktery je
schopen degradovat biogenni aminy. V teoretické casti byla nejdiive strucné popsana
mikrobiologie mléka pro vyrobu syrd, dale byly popsany jednotlivé faze zrani syri, a
nakonec byly charakterizovany potencialni rizika spojena s konzumaci syr, kam byly

zahrnuty hlavné biogenni aminy.

V praktické ¢asti byly vyrobeny modelové vzorky syrt s pfidavkem biogennich amint
(kadaverinu, tyraminu, fenylethylaminu, histaminu a putrescinu). Druhy modelovy vzorek
byl navic doplnén kulturou se schopnosti degradace biogennich aminti. U obou modelovych
vzorki byla ve stejny den (1., 14., 28., 56. a 84.) provedena zdkladni chemické analyza,

mikrobiologicky rozbor a stanoveni biogennich amint.
Z téchto analyz byly zjistény nasledujici vysledky:

e U obou Sarzi syri byl zaznamendn mirny narlst suSiny v prub¢hu zréni, ktery

pravdépodobné vznikl z divodli mirného odpareni vody ze syrt

e Obsah tuku v susin€ se u obou modelovych Sarzi pohyboval v rozmezi 37,91-39,07

%, diky ¢emuz vzorky syrti fadime do skupiny polotu¢nych syrt

e Béhem zrani doslo u vzorki k poklesu pH, a to vlivem rozkladu laktézy na kyselinu

mlécnou pomoci BMK
e Obsah soli se u obou modelovych Sarzi nikterak vyznamné v prib¢hu zrani neménil
e Milécné tyCinky byly detekovany pouze u vzorku R

e Enterobakterie, enterokoky ani kvasinky a plisné¢ nebyly u modelovych Sarzi

pozorovany, coZ znaci o spravné hygienické vyrobni praxi

e Degradér biogennich amintli Lacticaseibacillus casei CCDM 198 m¢l vliv na sniZeni

produkce biogennich amint obsahu kadaverinu, fenylethylaminu a putrescinu

e Degradér biogennich aminl Lacticaseibacillus casei CCDM 198 nemél vliv na

sniZovani obsahu tyraminu v prubéhu zrani syrii
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CPM
PSB
RIL
CMK
BMK
ATP
AMK
PGE
LPL
BA
CPM
KTJ
EA
SB
PCA
KS

RS

Celkovy pocet mikroorganismu

Pocet somatickych bunék

Rezidua inhibi¢nich latek

Cisté mlékaiské kultury

Bakterie mlééného kvaseni
Adenosintrifosfat

Aminokyselina

Progastricka esteraza

Lipoprotein lipaza

Biogenni aminy

Celkovy poc¢et mikroorganismui

Kolonie tvofticich jednotek

Endtv agar

Slanetz-Bartley

Plate Count agar

Sytenina kontrolnich modelovych vzorki K
Sytenina modelovych vzorki R s degradujicim kmenem
Kontrolni Sarze modelovych vzork

SarZe modelovych vzorkl s degradujicim kmenem
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