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ABSTRAKT

Diplomova prace, je zaméfena na posouzeni moznosti snizeni obsahu biogennich amint
v ptirodnich syrech, za pouziti riznych druhiit mikroorganizmii, které¢ jsou schopny je degra-
dovat. Pro tuto praci bylo vyrobeno 5 modelovych Sarzi syru holandského typu (syr gouda),
kde byla jako kontrolni Sarze pouZita Sarze s producentem biogennich amint a 4 zbylé Sarze
obsahovaly spolecné s producentem biogennich aminti (BA) i odlisné kmeny s potencialem
degradovat BA v redlné potraviné. U vyrobenych syrti byl po dobu 56 denniho zrani, sledo-
van obsah biogennich amini. Kontrolni Sarze (pouze s producentem BA) vykazovala nej-
vy$$i obsah BA po celou dobu zrani a uz od 1. dne zrani, pfesahovala bezpe¢ny obsah pro
konzumenta (tj. nad 100 mg/kg). Sarze syrii s potencialnimi degradéry, také vykazovaly vy-
soky obsah biogennich aminti po celou dobu zrani, ale jejich obsah byl oproti kontrolni Sarzi
niz§i. Ze ziskanych vysledka bylo zjisténo, ze nejvyssi schopnost degradace byla prokazana
v Sarzi s degradérem Lbc. plantarum D2, kde byl celkovy obsah BA ve srovnani s kontrolni
Sarzi 56. den zrani snizen o 31,4 % a také vzorky s Lbc. plantarum D1 mél niz8i obsah BA
28. den zrani o 27,6 % oproti kontrolni Sarzi. V modelovych syrech byly detekovany feny-

lethylamin, putrescin, kadaverin, spermin a tyramin. Ze vSech detekovanych BA v modelo-

cv v

Klicova slova: degradace biogennich amintl, mikroorganizmy, zrani syrt

ABSTRACT

The diploma thesis is focused on an assessment, if it is possible to reduce the biogenic amines
in natural cheese by using the selected species of microorganism, which are able to degrade
biogenic amines. Five model batches of the Dutch cheese (gouda-cheese) were produced for
this purpose, where the batch with a producer of the biogenic amines was used as the control
batch. The other four batches contained besides the producer of the biogenic amines and also
the different strains with the potential to degrade the biogenic amines in real food. The con-
tent of the biogenic amines in the produced cheeses was observed during the ripening for 56
days. During the ripening the control batch (only with the producer of the biogenic amines)
showed the highest content of the biogenic amines. It exceeded the safe content for a con-
sumer from the first date of ripening (i.e. over 100 mg/kg). The batches of cheeses with the

potential degrader also showed the high content of the biogenic amines during the ripening,



but their contents were lower compared to the control batch. Based on the gained results, it
was found, that the highest ability to degrade was proved in the batch with the degrader Lbc.
plantarum D2. The total content of biogenic amines was reduced by 31,4 % compared to the
test batch on the 56th day of ripening, and also samples with Lbc. plantarum D1 had lower
content of biogenic amines by 27,6 % compared to the control batch on the 28th day of
ripening. Phenylethylamine, putrescine, cadaverine, spermine and tyramine were detected in
the model cheeses. It was showed, that tyramine had the highest content and cadaverine had

the lowest content of all the detected biogenic amines in the model cheeses.

Keywords: degradation of biogenic amines, microorganisms, ripening of cheeses
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UVOD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické latky vznikajici dekarboxylaci aminoky-
selin nebo pii plisobeni transamindz z aminokyselin karbonylovych slou¢enin. Jejich viskyt
je detekovan téméf ve viech potravinich, kde vznikaji v pritbéhu biochemickych zmén pii
fermentaci nebo, ve ktervch jsou obsazeny bilkoviny. Pii zvySené konzumaci mohou byt pro
¢loveka Skodliveé a mezi nejcastéjsi symptomy patii napt. nevolnost, bolest hlavy, zviseny
¢i snizeny krevni tlak a v nejhorSich piipadech anafvlakticky Sok ¢i zastava srdce. Ale pii
spravném piijmu jsou viak pro ¢lovéka nepostradatelnou soucédsti a mohou v t€le slouzit
napiiklad pii regulaci krevniho tlaku a regulaci t€lesné teploty a déle také jako rizné prekur-
zory nukleovych kyselin nebo hormont. Mezi moZnosti sniZzeni obsahu biogennich amint
v potravinach, které jsou fermentované nebo obsahuji bilkoviny, mizeme zafadit volbu
spravné startovaci kultury, doba a teplota zréni, vliv soli, vliv sacharidi a pH. Déle vliv
kysliku, pouziti vysokého hydrostatického tlaku, ozatovani, pouZiti koteni a éterick{ch olejii

a daldi moznosti,

Tato diplomova price je zaméfena na popis vvvoje obsahu biogennich aminti v modelovych
vzorkach syri v pritbéhu zrini. V téchto modelovych vzorcich byly pouZity riizné mikroor-
ganizmy schopné jak produkce, tak i degradace biogennich aminti. Cilem této diplomové
préace bylo posoudit tuto moznost pii snizeni obsahu biogennich amint pridanymi mikroor-
ganizmy v realném prostiedi vyrobeného pfirodniho sira. Soucasné byl v pritbéhu zrani sle-
dovian také vyvoj dalsich vybranych parametri.
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) tvofi skupinu aromatickych, alifatickych nebo heterocyklickych bazi,
karboxylaz (dekarboxylaz, ktera obsahuje kofaktor pyridoxal-fosfat) na jednotlivé aminoky-
seliny nebo plsobenim transamindz na aminokyseliny a karbonylové slouceniny. Pti dekar-
boxylaci se odstrani karboxylova kyselina ur¢ité¢ aminokyseliny a vznika dany biogenni amin

a oxid uhli¢ity [1].

Biogenni aminy miizeme rozdélit na endogenni, které jsou produkty metabolizmu a jsou
v nizkych koncentracich piirozenou slozkou témét vSech potravin. Exogenni BA vznikaji
v potravinach kvili mikrobidlni kontaminaci (dekarboxylaci danych aminokyselin), pfi
kvasnych procesech a vyskyt vyssich koncentraci je v disledku kazeni potraviny. Jak jiz

bylo zminéno na zacatku, biogenni aminy rozdélujeme podle struktury do skupin:

1) Alifatickych (putrescin (PUT), kadaverin (CAD), spermin (SPM), spermidin (SPD))
2) Aromatickych (tyramin (TYR), fenylethylamin (PEA))
3) Heterocyklickych (tryptamin (TRY), histamin (HIS)) [1].

Mezi hlavni se fadi hlavné agmatin histamin, 2-fenylethylamin, tyramin, tryptamin, kadave-

rin, putrescin, dopamin, spermin a spermidin a n€které jejich struktury jsou zobrazeny na

Obrazku 1.

HN \
\]\/\

histamin kadaverin putrescin

NH,

MH,
L D ol
MH
HaN Ho :

agmatin fenylethylamin tyramin

Obrazek 1. Struktury nékterych biogennich amini [1]
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1.1 Vyznam a vznik biogennich aminta v organizmech

Biogenni aminy jsou pro organizmus v mensich koncentracich nepostradatelné, protoze jsou
pfirozenou soucasti nejenom fyziologického metabolismu ¢loveka, ale také 1 zvitat, mikro-
organizmu a rostlin. Pfi vysSich koncentracich v§ak mizou byt zdravotné€ zavadné az toxické
[3, 4]. Pro zivé organizmy mohou slouzit jako zdroj dusiku, mohou byt prekurzory pro syn-
tézu proteintl, nukleovych kyselin, hormont a alkaloidl (napf. rostlinné tropanové alkaloidy)
a dale ovliviiuji procesy jako je regulace krevniho tlaku, regulace télesné teploty nebo piijem
zivin [5]. Dané BA maji na organizmus rizné biologické ucinky. Biologicky odlisné u¢inky
ve srovnani s klasickymi BA maji napt. spermin a spermidin. Jejich specificka cesta vzniku
je zobrazena na Obrazku 2. [1]. Tyramin miiZze podléhat oxidaci za vzniku oktopaminu, ktery
byl prokazany u chobotnic (Octopus spp.) a mé funkci jako neurohormon a neuromodulator
u bezobratlych zivocicha a dale také methylaci, kdy vznika N-methyltyramin prekurzor sy-
nefrinu (neboli také oxedrin nebo sympatol), ktery se nachazi v hotkych pomerancich a hor-
deninu, ktery se nachéazi v je¢meni. Pti oxidaci dopaminu vzniknou katecholaminy Zivoc€ichi
a také hormon dfen¢ nadledvinek (R)-epinefrin, (L-norepinefrin, noradrenalin) a pfi jeho
methylaci hormon nadledvinek (R)-epinefrin (L-epinefrin, adrenalin). Tyto produkty maji
vyznam jako mediatory sympatickych nervii. Tyramin je prekurzorem dopaminu a funguje
jako lokalni tkaniovy hormon, zvySuje krevni tlak a ma také vliv na kontrakce hladkého sval-
stva. Oxidaci tryptofanu vznika serotin, dekarboxylaci tryptamin, ze kterého nésledné vznika
pti oxidaci hormon serotonin a pfi ptisobeni serotonin-N-acetyltransferazy vznika ze seroto-
ninu N-acetylserotonin a dale pii ptisobeni hydroxyinndol-O-methyltransferazy hormon me-
latonin. Tyto hormony jsou lokalnimi tkaiovymi a rostlinnymi hormony (katecholaminy),
dale maji vliv na krevni tlak, sprdvnou peristaltiku stfev a také na psychické funkce. [1, 3,
4]. Histamin ma funkci jako lokalni tkanovy hormon, snizuje krevni tlak, ma vliv na sekreci
zaludec¢nich §t'av, ucastni se anafylaktickych Soka a dale funguje pfi alergickych odezvach
a pfi zanétlivych a alergickych reakcich funguje jako neurotransmiter v centralnim nervo-

vém systému [3, 4, 6].
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Obrazek 2. Biosyntéza sperminu a spermidinu [ 1]

Methyltransferazy a oxygenazy se uplatituji pii transformacich na dalsi biologicky aktivni
produkty. Oxidativni deaminaci mohou poskytovat aldehydy a kromé enzymovych reakci
mohou vznikat dalsi slouCeniny a derivaty biogennich amint. Pfi zvySené teploté nebo pii
delsi dobé skladovani za¢nou reagovat s triacylglyceroly a vznikaji amidy mastnych kyselin.
Také jako jiné aminoslouceniny mohou vstupovat do reakci pii neenzymovém hnédnuti a
nasledné se tvoii ptisluSné iminy, které jsou primarnimi reakénimi produkty. Ty se ale mo-
hou také vytvoftit pfi oxidaci amind. Biogenni aminy jako jsou napf. putrescin, histamin,
fenylethylamin mohou také reagovat s bilkovinami za vzniku 3-N-substituovanych derivatii
diaminopropionové kyseliny. Reakce oxidi dusiku a sekundarnich aminii dava moZnost
vzniku karcinogennich nitrosamind. Tyto interakce dokazuji, Ze BA jsou reaktivnimi lat-
kami. Hlavni reakce vznikajici pfi oxidaci, plisobenim tepla nebo pfi neenzymovém hnéd-

nuti jsou uvedeny Obrazku 3. [1, 2].
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Obrézek 3. Hlavni reakce pti vzniku BA [1, 2]

Pomoci dekarboxylace vznikaji nékteré BA, které jiz byly zminény. Konkrétn¢ argininde-
karboxylazou vznika z argininu agmatin. Z ornithinu vzniké pisobenim ornithindekarboxy-
lazy putrescin. Putrescin pomoci dekarboxylace ornithinu a zarovén agmatinu za katalyzy
agmatinazou je poté vychozi slou¢eninou pro vznik sperminu a spermidinu. Tyto reakce ka-
talyzuji sperminsyntazy a spermidinsyntazy spolu s S-adenosyl-L-methioninem a probihaji
u savcl i1 bakterii. Histidindekarboxylazou vznika z histidinu histamin [1, 4]. Taylor a kol.
[13] identifikoval 112 druhii bakterii produkujici histamin, u kterych je znamo, ze obsahuji
histidin dekarboxyldzu. Pocet bakteridlnich kment, které maji tento enzym, je pomérné
nizky; nejvice jsou to nékteti clenové Enterobacteriaceae, Clostridium a Lactobacillus. En-
terické bakterie, konkrétn€é Morganella morganii, urcité kmeny Klebsiella pneunomiae a n¢-
kolik kment Hafnia alvei, jsou vyznamnymi producenty histaminu hlavné v rybich produk-

tech [13].

Fenylalanindekarboxylazou vzniké z fenyalaninu 2-fenylethylamin. Z tyrosinu pomoci ty-
rosindekarboxylazou tyramin. 3,4-dihydroxyalanin (DOPA) a tryptofan pti pusobeni dopa-
dekarboxylazy nebo tryptofandekarboxylazy poskytuji dopamin ¢i tryptamin. Lysindekar-

boxylaza dava vzniku kadaverinu (1,5-diaminopentanu) z lysinu [1, 4].

1.2 Rizika pro konzumenta pri zvySeném prijmu biogennich amini

Jak jiz bylo popséano, biogenni aminy jsou pii ur€itém piijmu pro ¢lovéka potiebné, ale pfi

vysSim piijmu se biogenni aminy mohou projevovat jako:

- psychoaktivni: pisobi jako ptenaSe¢ v CNS (centralni nervovy systém)
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- vasoaktivni: pisobi pfimo nebo nepfimo na vaskularni (cévni) systém a ty se dale
déli na:
- vasokontraktibilni (tyramin)

- vasodilata¢ni (histamin) [1]

Toxicky ucinek je tfeba hodnotit nejen z pfitomnosti daného biogenniho aminu, ale také
mnozstvim a kvalitou zkonzumované potraviny a ptitomnosti jinych toxickych latek. Mezi
vice toxické se fadi hlavné histamin, kadaverin a putrescin. Pti vysoké konzumaci biogen-
nich aminti se mohou objevovat charakteristické symptomy, mezi které patii kozni vyrazka,
kopftivka, otoky. Gastrointestinalni potize jsou charakterizovany nevolnosti, zvracenim, pra-
jmem, bfi$nimi kfecemi apod. Mezi dalsi ptiznaky zvySeného piijmu histaminu patii bolesti
hlavy (hlavné tyramin), buSeni srdce, mravenceni, navaly horka, poceni, paleni v Ustech,

nizky tlak (zptisobeno histaminem) nebo vysoky tlak (zptisobeno tyraminem) [13].

Biogenni aminy a jejich toxické u¢inky mohou byt odbouravany ve stievech diky enzymtm,
které ma clovek jako svoje vlastni detoxikacni mechanizmy. Jsou to aminooxidazy jako mo-
noaminooxiddza (MAO) a diaminooxidaza (DAO). Pfi odbouravani sperminu a spermidinu
byla popséna polyaminooxiddza (PAO). Bylo zjisténo, Ze tyto enzymy MAO a DAO, které¢
jsou piitomny ve stfevnim traktu, zabraiiuji absorpci nemetabolizovaného histaminu do
obéhu. [13]. Tyto enzymy hraji klicovou roli v detoxika¢nich drahdch monoamind a diamini
vcetné tyraminu, fenylethylaminu, histaminu, kadaverinu, putrescinu a tryptaminu. Sper-
midin a spermin, jejichZ metabolické drahy jsou vzdjemné zaménitelné, podléhaji oxidacni
biodegradaci prostfednictvim cest zahrnujicich polyamin oxidazy (PAO) a spermidin / sper-
min-N-acetyltransferazy (SSAT), ¢imzZ se ziska zpét putrescin, ktery je zase detoxifikovan
prostiednictvim specifickych drah bud’ pomoci DAO nebo MAO. U lidi je rozsah detoxi-
kac¢ni aktivity BA genetickou vlastnosti, jejiZ vykonnost se u jednotlivcli znacné lisi. Presto
ani nejvyssi detoxikacni aktivita nezajisti absolutni ochranu pfed toxikologickymi ucinky
BA [33]. Tyto enzymy jsou vSak zna¢n¢ ovlivnény fadou faktorii, mezi které patii predevsim
pritomnost inhibitort. Hlavnimi inhibitory, které snizuji tyto enzymy, jsou urcitd 1é¢iva (psy-
chofarmaka apod.) a také alkohol nebo vyskytujici se alergie. Enzymovy systém je také
omezen pii vysoké koncentraci biogennich amintl a jiz neni schopen je eliminovat. Pro ¢lo-
veéka se povazuji za nebezpecné koncentrace histaminu vyssi nez 500-1000 mg / kg, které

mohou vyvolat i anafylakticky Sok [1, 3, 18].

Diaminoxidazy patii k rozsifené tfidé enzymul souvisejicich s polyaminovym metabo-

lizmem. Enzym diaminoxidaza se podili na metabolizmu polyamint, a proto je nezbytny pro
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rust a replikaci vSech zivych bunék. Katalyzuji oxida¢ni deaminaci fady priméarnich diamint.
Naila a kol. (2015) [24] ukézali novou metodu, jak zabranit otravé z potravin obsahujici
histamin pomoci diaminoxidazy a degradovat histamin v Rihaakuru - vafené rybi pasté

z Malediv [24].

. il » BA akumulace Riziko
Biogenni aminy
v potravinach -
Putrescin »| Vznik
Detoxikaéni systém Kadavz_eri_n Dusitany | N-nitrosaminu
Spermidin -
MAO Spermin Karcmogeny
DAO
PAO Tyramin »| Reakce syru
Hypertenze
T t Bolest hlavy
Infark
Vysoka davka Specificke
amini : inhibitory oxidazy Histamin o[ Scombrotoxioza
Tyramin Pargyline
> 100-800 mgkg  Fenelzin Nauzea
Histamin Brofaromine Bolest hlﬂ\-’y
> 100 mg/kg Isocarboxazid Dychaci potize
p-fenylethylamin Tranylcypromine Vyrazka
> 30mg/kg Hypotenze

Obrazek 4. Detoxikacni a toxikologicka rizika biogennich amint. *: Metabolicka inaktivace
biogennich amini oxida¢ni deaminaci oxidazami. T: Zneschopnéni sttevniho detoxikaéniho

systému saturaci biogennimi aminy nebo inhibici antidepresivy. BA: biogenni aminy [23]

Tyramin patii mezi nejprostudovangjsi biogenni amin a to kvili jeho fyziologickym u¢in-
kim na ¢lovéka. Jeho toxicita zavisi hlavné na pfijatém mnoZstvi, na ptitomnosti jinych BA,
které nasobi toxicky ucinek, ale také na celkovém zdravotnim stavu jedince. Mezi hlavni
pfiznaky otravy tyraminem patii hypertenze, bolest hlavy a migrény [20, 21]. ZvySeni krev-
niho tlaku v dasledku toxicity tyraminu muiZe zplsobit srdec¢ni selhani nebo krvaceni do

mozku [27].

Histamin je silné biologicky aktivni chemicka latka a v té€le miize vykondvat mnoho reakci.
Histamin projevuje své toxické t€inky interakei s receptory, které jsou na bunéénych mem-
branach (H1, H2, H3 a H4). Tyto histaminové receptory jsou exprimovany na ruznych ty-

pech bunék a pracuji riznymi signdlnimi cestami, coz vede k mnoha biologickym odpoveé-
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dim [24]. Nejbéznéjsi ptiznaky otravy histaminem vyplyvaji z plisobeni histaminu na kardi-
ovaskularni systém, ktery zahrnuje oba tyto receptory. Histamin zptsobuje dilataci perifer-
nich krevnich cév, kapilar a tepen a to mé za nasledek hypotenzi, navaly horka a bolesti
hlavy. Histaminem vyvolana kontrakce hladkého svalstva ve stfevé je zprostfedkovana H1
receptory a mtize zpusobovat bfi$ni kiece, prijem a zvraceni. Sekrece zalude¢ni kyseliny je
regulovana histaminem prostfednictvim receptortt H2, které jsou umistény na parietalnich
bunikach, ale neni znamo, zda tento G¢inek odpovida za nékteré z piiznakii pozorovanych v

ptipad¢ otravy histaminem [13].

Histamin ale také zastava roli antigenu a je uvoliiovan z bazofilnich granulocytii a mastocyti
pii zptisobené alergické reakci. Z¢ervenani klize a zvySena propustnost kapilar a tvorba pod-
litin je zplsobena tim, Ze je histamin uvolnén do kiize, protoze je schopen sitovat molekuly

protilatek IgE na povrchu mastocytt a tim dochazi k exocytdze z bunék [20].

v

Putrescin je jednim z nejhojnéjSich a nejcastéji se vyskytujicich polyamin v mlécnych vy-
robcich, kde je produkovan rliznymi startérovymi BMK nebo dopliikovymi startovacimi kul-
turami nebo mikrobidlnimi kontaminanty. Linares a kol. (2013) zaznamenali koncentrace az

2,5 g putrescinu na kg syra [33, 34].

Informace o toxicité putrescinu a kadaverinu jsou vzacné a k dispozici doposud nejsou zadné
udaje o odpovédi na davku u Clovéka. Byla zvefejnéna pouze jedna studie z pokusu na zvi-
fatech, ve které nebyla pozorovéana hladina neZadoucich u¢inkt NOAEL (no observed ad-
verse effect level) 2000 ppm (180 mg/kg té€lesné hmotnosti / den) a ta byla stanovena u krys
[25].

Vzhledem k tomu, Ze tvorba biogennich aminil zavisi na riiznych okolnich podminkach
ovliviiyjicich mikrobidlni vyvoj, Ize v podobnych surovindch nalézt rizné urovné biogen-
nich amintl, a je proto dualezité znat kritické faktory ovlivitujici jejich tvorbu, aby se kontro-
lovala tvorba téchto amint. Napftiklad se uvadi, Ze zatimco k tvorbé putresinu dochdzi v
dtsledku mikrobidlniho vyvoje za nespravnych skladovacich podminek, tak spermin a sper-
midin se vyskytuji pfirozené v potravinach, a proto nejsou spojovany pouze s mikrobidlnim

znehodnocenim [26].

1.2.1 MozZnosti stanoveni biogennich amint

Spolehlivé analytické vysledky jsou dilezité pro kontrolu kvality a bezpecnost spotiebitele.

Pro kvantifikaci obsahu biogennich aminti v potravinach se pouzivaji metody zalozené na
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chromatografii. Je to plynova chromatografie (GC), tenkovrstva chromatografie (TC), kapi-
larni elektroforéza (CE) a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC je me-
toda, ktera se pouziva nejcastéji pro kontrolu obsahu biogennich amini. Existuji i nové mo-
lekularni metody, které jsou zaloZeny na hybridizaci DNA a na PCR amplifikaci a jsou
pouzivany pro citlivou detekci, ktera je navic rychla a urci biogenni aminy riznych bakterii,
které je produkuji. Cilem téchto metod je dosazeni v€asné detekce obsahu biogennich amini

a predejit tak otravam zpusobené napft. histaminem [14, 15].

Nova metoda zaloZena na kapalinové chromatografii (LC) a tandemové hmotnostni spektro-
metrii (MS / MS) s pouzitim analyzatoru trojitého kvadrupolu (QqQ) byla uvedena pro ana-
lyzu biogennich amind, jako je kadaverin, histamin, fenylethylamin, putrescin, spermin,

spermidin, tyramin a tryptamin v rybich tkanich [24].

Infrac¢ervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) je vSestrannym nastrojem v
oblasti bezpe¢nosti potravin se Sirokou Skalou aplikaci véetné detekce aminti a amoniaku v
akvakulturnim primyslu. Pokro¢ilymi technikami je FTIR spektrometr s ATR technikou -
technika zeslabeného tplného odrazu (FTIR-ATR). FTIR-ATR lze také pouzit ke studiu bi-
ogennich aminil a t¢kavych aminii. Déle je to Fourierova transformacni infracervena foto-

metricka akustickd spektroskopie (FTIR-PAS) [24].

V soucasné dobé¢ byly k detekci biogennich aminii a tékavych amint v produktech z akva-
kultury pouzity rizné tradi¢ni analytické nastroje, jako jsou chromatografie, kolorimetrické
testovani, UV-VIS spektroskopie, hmotnostni spektroskopie, elektroforéza, NMR a dalsi
ucinné nastroje. Vzhledem k tomu, Ze tyto analytické nastroje jsou zdlouhavé a postupy
predbézného vzorkovani byly casové narocné, zvysila se poptavka po néstroji, ktery bude
mit rychlou odezvu. V tomto kontextu byly navrzeny pokrocilé nastroje, jako jsou biosen-
zory s minimdlnim odbérem vzorkli a pfedipravou, tak aby detekovaly a monitorovaly

aminy s minimalnim analytickym ¢asem a vétsi citlivosti [24].

1.3 Vyskyt biogennich aminii v potravinach Zivo¢isného piivodu

Biogenni aminy jsou pfirozenou soucasti t¢émet vSech potravin (rostlinnych 1 zivocisnych)
jako bézné produkty metabolizmu. Potraviny podle vzniku danych biogennich amina Ize

rozdélit do dvou skupin.
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1. Potraviny nefermentované: zde mohou byt biogenni aminy ukazatelem mikrobialni
kontaminace a jejich mnozstvi také ukazatelem kvality. Vznik je zde zplisoben pu-
sobenim kontaminujici mikroflorou. Vyskytuji se hlavné v rybach a rybich vyrobcich
a také v mase v prubé¢hu jejich skladovani.

2. Potraviny fermentované: biogenni aminy se zde tvofi hlavné pfi fermentacnich pro-
cesech a pii pribéhu jejich skladovani. Patii sem hlavné fermentované ryby a rybi
vyrobky, masné vyrobky, déle zrajici syry a z potravin rostlinného ptivodu jsou to

alkoholické nédpoje (vino, pivo) a kysana zelenina [1, 7, 9, 18].
Syntéza BA je mozna, pokud jsou splnény tii hlavni podminky:

- dostupnost aminokyselin v substratu (potraving)
- pfitomnost mikroorganizmu s danou dekarboxylaéni aktivitou

- prostiedi ptiznivé pro dekarboxylaéni aktivitu

Tyto podminky zavisi na nékolika faktorech, jako je zpracovani mléka (pasterace), pouziti
danych startovacich kultur, koncentrace NaCl, déle cas, teplota zrani a konzervace nebo pH

teplota a technologické procesy po zrani [7].

Soucasné pouzivané startovaci kultury v potravinach by nemély vykazovat vysokou dekar-
boxyla¢ni aktivitu aminokyselin nebo pouze velmi nizkou pro zamezeni vzniku BA. Dané
vyznamné mikroorganizmy a jejich produkované biogenni aminy v potravinach Zivoc¢isného

puvodu jsou uvedeny v Tabulce 1 [1].

Tabulka 1. Vyznamné mikroorganizmy produkujici biogenni aminy [1]

Potravina Bakterie Produkované aminy

Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plan-

. . . histamin, kadaverin, putrescin
tarum, L. casei, L. acidophilus, Enterococcus > » P >

Syr tyramin, fenyletylamin,
yy faecium, Streptococcus mitis, Paenibacillus Y trypta}r]niny
macerans, Propionibacterium spp.
Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, . . ) .
g, : & L p histamin, tyramin, kadaverin,
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus vulga- ) . )
Ryby putrescin, agmatin, spermin,

ris, Clostridium perfringens, Enterobacter ae-

rogenes, Bacillus spp., Staphylococcus xylosus spermidin

histamin, kadaverin, putrescin,
tyramin, fenyletylamin,
tryptamin

Maso a masné | rody Pediococcus, Lactobacillus, Pseudomo-
vyrobky nas, Micrococcus, Celed” Enterobacteriaceae
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Pro nékteré druhy potraviny a také pro rizné zemé jsou stanoveny limitni obsahy biogennich
amint. V roce 1996 navrhl Shalaby pokyny pro obsah histaminu v rybéch takto: <50 mg/kg
(bezpecné pro spotiebu), 50-200 mg/kg (pravdépodobné toxicke), 200—1000 mg/kg (prav-
dépodobn¢ toxické), > 1000 mg/kg (toxicky a nebezpecny pro lidskou spotiebu) na zakladeé
prezkumu ptedpisii a jiné literatury. V té dob¢ byly hlaseny toxické davky 100-800 mg/kg
tyraminu a 30 mg/kg B-fenylethylaminu a 100 mg histaminu na kg potravy a 2 mg histaminu
na litr alkoholického napoje byly navrzeny jako horni limity pro lidskou spotiebu. Kromé
toho na celém svéte nenajdeme zadnou vladni legislativu ani pokyny tykajici se obsahu bi-
ogennich amini ve fermentovanych sdjovych potravinach [23]. Déle vzorek s obsahem his-
taminu 100 mg / kg mtze zpisobit intoxikaci, 100 — 800 mg/kg tyraminu muze zpusobit tzv.
reakci na syr a i 6 mg, pokud pacient uziva léky s a€inkem MAO a déale 30 mg/kg 2-feny-

lethylaminu mtiZze vyvolat migrénu [18].

Dale podle Brinka je jiz mnozstvi 100 mg/kg biogennich amint v produktu povazovano za
rizikové [12]. Kvalitativni posouzeni rizik biogennich amini, které se vyskytuji u fermento-
vanych potravin, provedl panel pro biologické nebezpeci (BIOHAZ) EFSA (neboli Evrop-
sky urad pro bezpecnost potravin). Panel BIOHAZ pouzil iidaje z odborné literatury a diky
nim dospél k zavéru, ze se ve fermentovanych potravinach kumuluji biogenni aminy. Tento
proces je komplexni a rovnéZ je ovliviilovan mnoha faktory a jejich interakcemi, pficemz

kombinace vlivil jsou specificke, cetné a variabilni pro dany produkt [9].

Pro Ceskou republiku plati natizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych poza-
davcich na potraviny a také vyhlaSka 305/2004 Sb. (platné znéni), kterd stanovuje druhy
kontaminujicich a toxikologicky vyznamnych latek a jejich pfipustné mnozstvi v potravi-
nach, stanovuje pfipustné mnozstvi histaminu v rybach a produktech rybolovu na 100 mg/kg
produktu. Tento limit se mtize ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sarze piekrocit az do hod-
noty 200 mg/kg. Legislativa dale neurcuje vyrobciim deklarovat obsah biogennich aminii na

obale [10, 11].

1.3.1 Syry a ostatni mlééné produkty

Zrani syra zahrnuje komplexni fadu biochemickych procest, které zahrnuji degradaci
zrani se provadi pomoci startérovych BMK, ale také pomoci sekundarni mikrobioty, ktera
zahrnuje nestartérové BMK, propionové bakterie, plisné a kvasinky. K odbouravani proteint

pfispivaji  hlavné startérové bakterie, zatimco nestartérové BMK jsou zodpovédné za
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peptidolyzu a uvoliiovani volnych aminokyselin. Nékteré ,,modré syry‘‘ zpracované ze
syrového mléka vykazuji vysokou hladinu proteolytické aktivity v disledku plisobeni
nekterych plisni, coz koreluje s vysokou akumulaci BA. Zrani a proteolyza jsou velmi
dualezité faktory ovliviiujici hromadéni BA v syrech. Rychlost proteolyzy se zvysuje s dobou
zrani, coz také vede k akumulaci volnych aminokyselin, které¢ slouzi jako substrat pro
dekarboxilaci, ze kterych nasledné vznikaji a akumuluji se BA. Obecné plati, ze ¢im delsi je

proces zrani, tim vyssi je obsah BA [7].

Syry jsou jednou z potravin, ve kterych se mohou vyskytovat nadmérnd mnoZzstvi biogennich
amintl. Po rybach jsou syry druhou nejcastéjsi potravinou spojenou s otravou histaminem a
to hlavné kvali Lactobacillus buchneri, ktera disponuje enzymem histidindekarboxylazu.
Jak jiz bylo zminéno z histidinu za pomoci dekarboxylace vznika histamin. Syry jsou idedlni
potravinou pro vznik biogennich amind, které vznikaji pfevdzné dekarboxylaci
aminokyselin [7, 13, 18]. Pii plisobeni proteaz a peptidaz, které jsou v syrech pritomny tak
dochazi k proteolyze kaseinu a k nasledné tvorbé volnych aminokyselin a z nich nadale BA.
Ovlivéni mikroorganizmu pfi tvorbé biogennich aminii mohou faktory jako je pfitomost
volnych aminokyselin, volba spravné skladovaci teploty, koncentrace soli a pH. Také je
velmi duleZity 1 vybér spravné startovaci kultury s nizkou dekarboxylaéni aktivitou [16, 17,
18]. Vyroba mlécnych potravin neni sterilni proces a producenti BA pravdépodobné vstoupi
do potravinového fetézce jako nestarterové BMK, které jsou v syrové suroving. Syr
predstavuje idedlni matrici pro tvorbu BA, protoZe neni sterilni a proteolyza kaseinu
zajiStuje dostupnost volnych aminokyselin jako substratu. Proto syr miiZze dosdhnout
koncentraci BA az do 2000 mg/kg [7]. Vyssi obsahy biogennich amint v syrech mohou byt
teké zplisobeny 1 nevhodnym vybérem mléka, které meélo Spatnou kvalitu nebo také
nehygienickymi podminkami, kde byl syr vyrdbén [16, 17, 18]. Hlavni mikrobiologické
skupiny pfitomné v syrovém mléce jsou mezofilni bakterie mlééného kvaseni (BMK) jako
enterokoky, laktokoky, laktobacily, leukonoctoky, dale enterobakterie a psychrotropni
bakterie, jako je Pseudomonas sp. nebo Acinetobacter sp. Zastupci téchto mikrobidlnich
skupin byli oznaceni za producenty BA [7]. V nekontaminovaném mléce by obsah
biogennich amin nemél piekroc€it 1 mg/kg [18]. Vyssi obsah BA byl zjistén u syrt, které
jsou vyrobeny z nepasterovného mléka, pravdépodobné kvili vyskytu divokych kment
mikroorganizmul. Obsah tak Ize snizit pasteraci mléka, krat§i dobou fermentace, dobrym

skladovanim vstupnich surovin a syri. Pfi dodrzovni spravnych hygienickych zasad a
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spravné technologii se tak zabrani sekundarni kontaminaci, ktera je z velké ¢asti zodpoveédna

za intenzivni produkci BA v pribéhu zrani syra [16, 17, 18].

Hlavnimi producenty BA v syru jsou vSak vétSinou bakterie mlééného kvaSeni (BMK). Jak
jiz bylo uvedeno v Tabulce 1, nejbéznejsSimi druhy mikrooranizmu, které produkuji biogenni
aminy v syru, jsou zejména Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L.
acidophilus, Enterococcus faecium, Streptococcus mitis, Paenibacillus macerans, Propioni-
bacterium spp. Tyto bakterie produkuji hlavné histamin, tyramin a putrescin [1, 7]. Rizné
typy syrit (v zévislosti na jejich dobé zrani a rovnéz tvrdosti) maji riizné zastoupeni obsahu
biogennich aminti (Tabulka 2). Moznosti snizeni obsahu BA v mlécnych vyrobcich by
mohla byt pouzita dopliikova kultura, ktera je schopna degradovat BA. V piipad¢ syru byla
popséna schopnost Brevibacterium linens katabolizovat histamin a tyramin béhem zpraco-
vani syru munster [7]. Benkerroum a kol. (2013) [33] zjistili, Ze v syru Montasio se nachdzi
mikrobialni skupina gramnegativnich bakterii, zejména Enterobacteriaceae a ta dokaze pte-

zit az 120 dni zrani a produkuje zejména histamin, putrescin a kadaverin [33].

Z pohledu zvySenych koncentraci BA patii mezi potencialné rizikové také syry typu Cedar
(2-fenylethylamin, putrescin, tryptamin, tyramin), brick (tryptamin, tyramin), gruyere (ka-

daverin), romano (tyramin) [13].

Syry vétSinou obsahuji vemi mald mnoZstvi tryptaminu, desitky mg/kg 2-fenylethylaminu a
dale jednotky az stovky mg/kg histaminu, putrescinu, tyraminu, kadaverinu. Syry podle ob-

sahu biogennich amini miizeme rozdé¢lit:

- s vysokym obsahem BA: to jsou syry zejména s vysokodohtivanou syfeninou (emen-
tal) a me&kkeé zrajici syry (pivni syr)

- se zvySenym obsahem BA: to jsou syry s nizkodohtivanou syfeninou (eidam), plis-
fové syry (camembert) nebo syr kozi

- s nizkym obsahem BA: to jsou syry smetanové nebo termizované mékké syry (lu-

¢ina) [18]

Obsah BA byl sledovan i1 v tavenych syrech, ve kterych se nachazel niz8i obsah nez u tvrdého
syru. V ochucené varianté taveného syru byl naopak vyssi obsah BA a to bylo zfejmé zpt-

sobeno pouzitou vychozi surovinou, ktera mohla byt nizsi kvality [18].

Pro hodnoceni kvality syrti, masa a masnych vyrobku nelze pouzit index kvality jako u ryb
a vyrobku z nich, protozZe tento index neptinesl dobré vysledky hlavné proto, Ze nezahrnuje

obsah tyraminu, hlavniho biogenniho aminu v téchto vyrobcich [19].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Tabulka 2: Vyskyt biogennich aminti v rtiznych typech syrti [13]

kadaverin
Parmezan tyramin Roguefort putrescin
tyramin
kadaverin kadaverin
putrescin Camembert putrescin
Gouda - -
tryptamin tyramin
(B-fenylethy'lamln) kadaverin
Edam putres01.n Brie
tryptarr'un putrescin
tyramin
Provolone kadaver‘ln Mozzarella kadaverin
putrescin

Kromé syra je kefir dal§im fermentovanym mléénym vyrobkem, kde mohou byt pfitomny
BA. Ozdestan a Uren (2010) uvedli, Ze celkovy obsah BA ve vzorcich kefiru se pohyboval
mezi 2,4 a 35,2 mg/l, pticemz nejvice se vyskytoval tyramin. Jiné mlécné fermentované vy-
robky vcetné podmasli nebo jogurtu pravdépodobné neobsahuji tak vyznamné hladiny BA
[7]. Obecné se zda, Ze fermentovana mléka a jogurt jsou mén¢ vystaveny akumulaci BA
kvili jejich kratké dobé zpracovani a dob¢ skladovani. Stale je o nich hlaseno, ze obsahuji

malé nebo nedetekovatelné hladiny BA [33].

1.3.2 Ryby a rybi vyrobky

Jak jiz bylo uvedeno pro ryby a rybi vyrobky je stanovena maximalni koncentrace BA, a to
na 100 mg/kg produktu [11]. V soucasné dobé¢ je histamin jedinym biogennim aminem, pro
ktery FDA (Food and Drug Administration) USA stanovil orienta¢ni uroven, tj. 50 mg/kg
histaminu v jedlych ¢astech ryb, zatimco Evropska komise (ES) stanovila regulacni limity
100 mg/kg pro histamin v rybich druzich a 400 mg/kg pro histamin v rybi omacce vyrobené
fermentaci produktti rybolovu. Mezitim Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA)
uvedl, Ze ackoli je davka 50 mg histaminu hladinou bez pozorovatelného neptiznivého
ucinku NOAEL (no observed adverse effect level), u zdravych jedincii se nevyskytuji pti-
znaky, pokud nepoziji vét§i mnoZstvi histaminu nez NOAEL. Poté Organizace pro vyzivu a
zemedelstvi / Svétova zdravotnicka organizace oznamila 200 mg histaminu / kg jako maxi-
malni pfipustnou uroven pro spotiebu ryb a rybich produkti. Podle standardu Codex je 200
mg/kg histaminu v rybéach a rybich vyrobcich a 400 mg/kg histaminu v rybi omacce bylo

stanoveno jako uroven indikatorti hygieny a manipulace v odpovidajicich produktech [23].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

U ryb jsou bakterie produkujici biogenni aminy pravdépodobné pfitomny na zabrach, kizi
nebo v gastrointestindlnim extraktu. Pfenos téchto bakterii do masa ryb, kde mohou byt pii-
tomny volné aminokyseliny, vede k vyvoji biogennich amint. Ve védecké literatute se uva-
d¢ji ty druhy, které pravdépodobné produkuji histamin: Morganella morganii, Morganella
psychrotolerans, Photobacterium damselae, Photobacterium, Raoultella, Enterobacteria-

ceae, Lactobacillus, Enterococcus [24].

Hlavnimi producenty v rybich produktech jsou Clostridium perfringens, Staphylococcus xy-
losus, Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Pro-
teus vulgaris, Bacillus spp. Tyto mikroorganizmy produkuji hlavné histamin, tyramin, ka-
daverin, putrescin agmatin. V kvalitnim ¢erstvém rybim mase se obsah BA pohybuje v niz-
kych hodnotéach. Pokud jsou ryby nevhodné skladovany pfi vyssich teplotach, tak je pfitom-
nou mikroflérou dekarboxylovan hlavné histidin. Pokud se teploty pohybuji okolo 0 °C, tak
BA vznikaji pouze v zanedbatelném mnozstvi. Teplota pro tvorbu histaminu je rozsahla (5-
38 °C) a zavisi na pritomném druhu kontaminujici mikroflory. Nékteré druhy ryb (Scombri-
dae) maji pfirozen€ vyssi obsah aminokyseliny histidinu, ktery se nachazi v rybi svaloviné
a z néj dekarboxylaci vznika histamin, napf. tunidk mize obsahovat az 8000 mg/kg histaminu
a makrela 3000 mg/kg histaminu. Pfi vhodnych skladovacich teplotdich ma cerstvy tunak
obsah BA cca 0-2 mg/kg tyraminu a 0-10 mg/kg histaminu. Ostatni BA jako jsou tyramin,
putrescin, kadaverin apod., také vznikaji ve vy$§im mnozstvi. V menSim mnozstvi se vysky-
tuje agmatin, ktery se pohybuje vétSinou 1-3 mg/kg [1, 3]. Hladiny BA nad 200 mg/kg v
produktech z ryb a v motskych plodech nejsou neobvyklé, v prizkumech ¢asto dosahuji az
10% pievahy. Z udaja vyplyva, ze zpracované zmrazené rybi vyrobky jsou Castéji kontami-
novany na vyssich Grovnich; naptiklad u sardinek byly pozorovany hladiny histaminu nad

200 mg/kg [24].

Pro zjisténi kvality ryb a vyrobku z nich byl vytvoten index kvality vyvinuty Mietem a Kar-
masem, ktery byl pouzit jako indikator rozkladu ryb. Tento index je zaloZen na zvySeni hla-
din putrescinu, kadaverinu a histaminu a snizeni hladin spermidinu a sperminu v priabéhu
procesu skladovani ryb. Skére 0 a 1 ukazuje dobrou kvalitu ryb, mezi hodnotou 1 a 10 jsou
tyto produkty tolerovatelné a skore nad 10 naznacuje rozklad produktu. Index biogennich
amind je tedy indikatorem kazeni rybiho 1 jiného masa — BAI a je to obsah biogennich amint

v mg/kg [19].

BAI =HIS (histamin) + PUT (putrescin) + CAD (kadaverin) / (1 + SPD (spermidin) + SPM

(spermin))
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Jak jiz bylo zminéno, hodnota BAI by se méla pohybovat do 10, protoze poté je produkt

povazovan za nekvalitni [3].

1.3.3 Maso a masné vyrobky

Hlavni mikroorganizmy, které se vyskytuji v masu a masnych vyrobcich, jsou Pediococcus
spp., Lactobacillus spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp. a ¢eled’
Enterobacteriaceae. Hlavni BA, které tyto mikroorganizmy produkuji, jsou histamin, ka-
daverin, putrescin, tyramin, fenylethylamin, tryptamin. Béhem skladovéani masa vlivem en-
zymov¢ aktivity mikroflory, kterd se tam vyskytuje, dochazi k narstu biogennich amind.
Tuto skutecnost Ize vyuzit jako indikator pro posouzeni Cerstvosti masa. Vepfové maso,
které je Cerstvé, obsahuje vétSinou kadaverin a putrescin do 7 mg/kg a zkazené maso dosa-
huje hodnot 60 mg/kg. Vysoky obsah kadaverinu u hovéziho masa a také u masa, které se
skladuje delsi dobu, byl spojen s velkou kontaminaci ¢eledi Enterobacteriaceae. Ve vaku-
ov¢ baleném mase se nejcastéji vyskytuje putrescin a kadaverin, ktery zptisobuje vétSinou
Enterobacteriaceae nebo Pseudomonas. Pti tepelnych upravach (vareni, duSeni) obsah bio-
gennich aminil vyznamné neklesd, protoze dochézi pouze k jejich vyluhovani nebo rozkladu.

Vyssimu poklesu se dosahuje pii smazeni ¢i peceni [1, 3].

V masnych vyrobcich jako jsou fermentované saldmy je obsah BA vétSinou vyssi (vétSinou
patrny v pocatecni fazi fermentace) a je zavisly na druzich mikroorganizmi, které se tam
nachdzi a také na kvalité pouZzité suroviny. Proto by startovaci kultury mély vykazovat niz-

kou aktivitu, v ideadlnim ptipad¢ nevykazovaly dekarboxyla¢ni aktivitu [1].

U masa byl také jako u ryb navrzen alternativni index biogenniho aminu (BAI), ktery se
sklada ze souctu putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu. Ruiz-Capillas a kol. [19],

také navrhli rozmezi kvality pro index: BAI

- <5 mg/kg oznacuje Cerstvé maso dobré kvality

- 5-20 mg/kg pro jesté ptijatelnou potravinu

Uzitecnost BA jako indexu kvality zavisi na mnoha faktorech, zejména na povaze produktu
(Cerstva, konzervovana, upravena atmosféra, fermentovana atd.). Naptiklad indexy BA se
robcich nez ve fermentovanych vyrobcich. Je to z&asti proto, Ze koncentrace biogennich
amind se u fermentovanych produktti ma vys$si mnozstvi riznych faktora, které se podileji

na jejich zpracovani (pouzita kultura, zrani, aditiva atd.) [19].
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2 MOZNOSTI SNIZENI OBSAHU BIOGENNICH AMINU V
POTRAVINACH

Obsah BA v potravinach se Casto vyuziva jako ukazatel kvality v riiznych potravinach
(maso, ryby, syry, vina atd.) dale nam signalizuje stupei Cerstvosti a / nebo poSkozeni a také
se vyuzivaji ke kontrole zpracovani a vyvoji potravin a népoju. Jak jiz bylo zminéno v pied-
chozi kapitole, stanoveni indexu biogennich amin, ktery spolehlivé ptedpovida kvalitu pro-
duktu, neni jednoduché. Je dilezité si uvédomit, ze n€kdy se u potravin s toxickymi hladi-
nami BA, jako jsou histamin nebo tyramin, jevi organolepticky ,,normalni“. Pro hodnoceni
indexu kvality se rovnéz pouzivaji jednotlivé BA, jako je histamin, tyramin, kadaverin nebo
kombinace ostatnich amini (putrescin-kadaverin, spermidin-spermin atd.) Aby byla zajis-
téna kvalita potravin z pohledu BA, je nezbytné pouzivat vhodné suroviny, aby se omezila
pfitomnost BA v kone¢ném vyrobku, a tim se zajistila 1 jeho lepsi kvalita. Je tfteba pozname-
nat, Ze tyto BA jsou termostabilni. Jinak feceno, jakmile tyto biogenni aminy ve vyrobku
vzniknou, je velmi obtizné je zniCit naslednym zpracovanim (pasterizace, vafeni atd.). To
znamena, ze pokud jsou pfitomny v surovin¢€ nebo produktu, budou stale pfitomny i v ko-

necném produktu [19].

MnozZstvi produkovaného biogenniho aminu zavisi na hladiné pfitomnych volnych amino-
kyselin, které souvisi s danym druhem potraviny a na mnozstvi a aktivité¢ enzymi dekarbo-
xylazy. MnozZstvi dekarboxylazy je vztazeno k poctu bakterii produkujicich dekarboxylazy
prenesenych do potravin a na rozsah, v jakém se mnozi. Existuje mnoho dalSich faktord,
které mohou urychlit riist producentli biogennich amint. Pfi dodrZovani danych hygienic-
kych a technologickych postupti 1ze zabranit, nebo alespont omezit vznik biogennich aminti
byt produkce BA omezena. To znamend, ze kontrola chladiciho fetézce béhem skladovani
je hlavnim néstrojem, ktery zabrani hromadéni neZadoucich produkti po vyrobé, zejména v
nefermentovanych potravinach a Cerstvych rybach. Kromé toho bylo pozorovano, ze obsah
BA v syru holandského typu byl vyssi, se zvySenou teplotou zrani a skladovani. Dalsi zasa-

dou je 1 dodrzovani doby skladovani, protoze prave pii ni se zvySuji obsahy BA [3, 27].

Koncentrace biogennich amint tedy zavisi na kombinaci ¢asu a teploty. DelSi doba a vyssi
teploty skladovani povedou k vys$§imu mikrobidlnimu ristu a tvorb& biogennich amint.
Dalsi dilezité faktory, které ovliviiuji koncentraci BA v potravinach, jsou pH, obsah soli,

dostupnost kysliku a konkurence s jinymi kazicimi se mikroorganismy [24]. Preferovany pro
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snizeni obsahu BA jsou i metody, jako je pouziti ozafovani, pfisad a baleni v modifikované

atmosfére [26].
2.1 Vliv mikroorganizmi a startovacich kultur

2.1.1 Akumulace biogennich aminii

Biosyntéza a akumulace BA v mlé¢nych potravinach vyzaduje pfitomnost bakterii s dekar-
boxylazovou aktivitou, vhodné podminky prostiedi pro jejich rist a aktivitu dekarboxyldz a
pfitomnost aminokyselin v substratu [7]. Do startovaci kultury se pouzivaji provéfené
kmeny bakterii nebo jejich smési kmenti, které se pii vyrobé nékterych druhii potravin do
nich pfidavaji z toho divodu, ze ve vysledné potraving vytvoii specifické vlastnosti a za-
douci zmény, jako je i senzorickd jakost. Pii pouziti startovacich kultur se také zajisti opti-
malizace vyroby vyrobku a také jeho kvalita a zdravotni nezavadnost [3, 21]. Kromé pfitom-
nosti mikroorganizmti s vhodnou metabolickou cestou je tvorba BA mozna pouze tehdy,
existuje-li 1 dostupnost volnych aminokyselin v substratu a podminky prostiedi jsou pro de-
karboxylacni aktivitu pfiznivé. S témito podminkami souviseji i rizné faktory: oSetfeni
mléka, pouZiti startovacich kultur a enzymi, skladovani a teplota zrani, Groven proteolyzy,
pH, koncentrace NaCl, ptitomnost kysliku, aktivita vody a relativni vlhkost, bakterialni hus-

tota a synergicky u€inek mezi mikroorganizmy [7].

Hlavnimi producenty BA jsou vSak vétSinou bakterie mlééného kvaseni (BMK) a to nekteré
rody Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus [27]. BMK
mohou produkovat histamin, kadaverin, putrescin, ale zejména jsou nejucinnéj$imi produ-
centy tyraminu [27]. Kmeny urCitého druhu s dekarboxyldzovou aktivitou se mezi sebou
mohou lisit, ale existuji také i kmeny stejného druhu bez dekarboxylazové aktivity. Mohou
to byt amin-negativni, tzn., Ze nejsou schopné dekarboxylace aminokyselin na dané biogenni
aminy. Pro snizeni rizika vysoké akumulace BA v potravindch by producenti potravin méli

k technologickym uceliim vyuzivat vyhradné kmeny bez dekarboxylazové aktivity [33, 35].

U fermentovanych produktti jsou BMK identifikovany jako hlavni producenti biogennich
aminl a vysoky pocet nékterych laktobacili byva spojen s vysokymi koncentracemi hista-
minu. Bylo zjisténo, ze né¢které kmeny Streptococcus lactis a Lactobacillus helveticus, které
se pouzivaji v mlékarenském pramyslu, jsou mikroorganizmy produkujici histamin. Jako
potencidlni producenti biogennich amini jsou rovnéz identifikovany i n¢které druhy kvasi-

nek (Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Pichia jadinii, Geotrichum kandidum)
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[26]. Tyrozin dekarboxylaza u bakterii mlécného kvasSeni je Casto schopna dekarboxylovat
také fenylalanin (produkujici 2-fenylethylamin), 1 kdyz s mensi G€innosti ve srovnani s ty-
rozinem. Tuto schopnost potvrdilo n¢kolik autora, ktefi také zduraznili, ze fenylalanin byl

enzymem pouzivan jako substrat pouze tehdy, kdyz nebyl k dispozici tyrozin [27].

2.1.2 Mikroorganizmy schopné degradace biogennich amini

Naproti pfedchozimu tvrzeni bylo prokazano, Ze i nékteré kmeny BMK snizuji obsah BA v
ruznych potravindch véetné mlécnych vyrobku. Pfidani vybranych startovacich kultur je jed-
nim z hlavnich nastroji, které mohou ptisobit proti akumulaci BA ve fermentovanych potra-
vinach. V prvnim pfipadé musi byt pouzité mikroorganizmy charakterizovany neptitomnosti
jakékoli dekarboxyla¢ni aktivity. BMK pouzivané jako startovaci kultury mohou indukovat
rychlé okyseleni, a tak inhibovat rist dekarboxyla¢nich mikroorganizmil, coz mé za nasle-
dek snizeni tvorby BA. Je vSak znamo, Ze pouziti samotnych vybranych startovacich kultur

nemuiZe zajistit snizeni nebo inhibici produkce BA [27].

Proto byl jako prostifedek ke snizeni obsahu BA v potravindch navrzen vybér kment, které
maji byt pouzity jako startovaci nebo doplikové startovaci kultury na zakladé dekarboxy-
lazy-negativnich (neprodukujicich BA) a / nebo BA-oxidujicich (degradujicich BA), které
jsou schopny oxidace aminu na aldehydy, hydroperoxidy a amoniak. Tyto mikroorganizmy
jsou schopny produkovat aminooxidazy, které jsou zodpovédné za detoxikaci BA. Tyto en-
zymy (jak bylo popsano vyse) metabolizuji BA nejprve deaminaci, za vzniku NH3 a H>O»
v ptitomnosti kysliku. Vytvofené aldehydy se dale redukuji na odpovidajici kyseliny, které

se pak mohou pienést do centralniho metabolizmu bun¢k [27, 33].

BMK rodii Lactobacillus a Enterococcus s dekarboxyldzovou aktivitou se nejvice podile;ji
na akumulaci BA v mléénych vyrobcich. Druhy obou téchto roda jsou trvale pfitomny v
syrovém mléce, kde mohou pieZit pasteraci a béhem fermentace a / nebo zrani se vyvijeji
jako sekundéarni mikroflora. Proto kromé poskytovani syrového mléka s dobrou mikrobiolo-
gickou kvalitou je zaroven pouZiti startovacich kultur sloZenych z BA-negativnich kmeni
moznosti, jak mnozstvi BA ve fermentovanych mléénych vyrobcich efektivnéji snizit spo-
le€nym plsobenim soubézné, nez kazdé z téchto opatfeni samostatne. Ukazalo se, ze i rizné
smési nekterych kmenti pediokokt, lactobacila a staphylokokt potlacuji produkci BA v riz-
nych fermentovanych potravinovych produktech rizného ptivodu. Tato strategie muze byt

ucinné a praktickd za predpokladu, Ze jsou pouzity vhodné kombinace mlécnych kment.
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Detoxikacni oxidace BA byla prokazana in vitro u mnoha bakterii s pouzitim v mléénych
vyrobcich a jsou nekteré varianty dopliikovych startovacich kultur Micrococcus, Brevibac-
terium linens, Lactobacillus sakei a Lactobacillus curvatus, Staphylococcus xylosus, Lacto-
bacillus casei a Pediococcus spp. [33]. Mezi BMK s aminooxidazou prokazalo tyto schop-
nosti v kultivaénich médiich mnoho kment Lactobacillus, Pediococcus a Oenococcus. In
vitro s aminooxidazovou aktivitou byly pozorovany také Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum a L. sakei v sildzované rybi kejd€. Leuschner a kol. (1998) popsal u syrt Munster
pouziti Brevibacterium linens a jeho katabolizaci histaminu a tyraminu béhem zpracovani
[27]. Rovnéz se uvadi, ze pouziti Staphylococcus xylosus jako startovaci kultury miize ome-
zit tvorbu histaminu a tyraminu v solenych a fermentovanych ancovickach [26]. Aktivita
vybranych stafylokokil v redlnych potravinovych systémech vSak byla omezena pfitomnosti
jinych zdrojl dusiku, které jsou pro tyto bakterie snadno dostupné, naptiklad v ptipad¢ su-
chych fermentovanych uzenin. Herrero-Fresno a kol. (2012) také prokazali, ze pouziti dvou
kment L. casei s vysokou mirou degradace pro histamin a tyramin by mohlo snizit akumu-
laci téchto BA v mini syrech podobnych Cabrale. Dale byla schopnost degradace nékterych
BA nalezena také u Bacillus amyloliquefaciens a Bacillus subtilis [27)]. Lactobacillus para-
casei je béznym Clenem populace nestarterovych BMK v syrech. Vzhledem k obavam z
pritomnosti BA v tradi¢nich syrech tato studie ukazala, Ze vybrané kmeny Lb. paracasei 1ze
také pouzit ke snizeni koncentrace histaminu a tyraminu v syrech. To by mélo za nasledek
zvyseni bezpecnosti syrli, zatimco by se zachovaly typické senzorické rysy tradi¢nich syra

[35].

Pouziti kultur bakterii mlécného kvaseni (BMK) produkujici bakteriociny miize mit dalezity
potencial pro omezeni akumulace BA, i1 kdyz jsou k objasnéni tohoto potencialu zapottebi
dalsi vyzkumy [27]. Bakteriociny jsou ribozomalné syntetizované antimikrobialni peptidy
produkované nékterymi bakteriemi, které jsou aktivni proti jinym konkuren¢nim bakteriim;
tvofi tedy dillezitou soucast systému mikrobialni obrany. Takové kmeny produkujici bakte-
riocin mohou nabidnout potencial jako alternativu k antibiotikiim a mohou byt uzitecné jako
prostfedek kontroly transportu patogenu, a proto jsou velmi vhodné jako mikrobidlni potra-
vinafské ptisady. Bakteriociny z BMK vzbudily velky z4jem, protoZe jsou ¢asto produko-
vany komer¢né uzitecnymi kmeny, které jsou obecné povazovany za bezpecné pro lidskou
spotfebu. Tyto antimikrobialni molekuly patii mezi prospésné peptidy, které jsou piirozené
syntetizovany nékterymi BMK béhem fermentace mléka a tradicné se pouzivaji jako pfiro-

zen¢ vyrabéné potravinové biokonzervanty. Kromé toho mohou v GIT (gastrointestindlni
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trakt) fungovat jako potencidlni ptirodni bioterapeuticka ¢inidla usnadnujici konkurenci pro-

biotickych kmeni a / nebo inhibici patogent [34].

2.2 Vliv skladovaci teploty

Schopnost produkovat biogenni aminy je obecné omezena pfi snizovani teploty. Skladovani
travinach. To znamena, ze kontrola chladiciho fetézce béhem skladovani a uvadénim na trh
je hlavnim nastrojem, ktery zabranuje hromadéni nezadoucich produktii po vyrobé€, zejména
v nefermentovanych potravinach, jako jsou produkty rybolovu. Pokud jde o fermentované
potraviny, musi teplota fermentace a pribéh zrdni umoznit mikrobiologickou aktivitu pro
mikroorganizmy, které jsou do potraviny zamérné€ ptidany. Tato teplota je rizna pti vyrobé
ruznych fermentovanych potravin [27]. Zatimco dekarboxylazy jsou aktivnéjsi pod 30 °C,
tak nejsou schopny vykazovat aktivitu nad 40 °C. Dekarboxyldzova aktivita mezi 0 °C a 10
°C se meéni v zavislosti na teplotnich pozadavcich danych mikroorganizmli v prostfedi.
Uvadi se, Ze Klebsiella pneumoniae produkuje niz8i mnoZzstvi kadaverinu pfi 10 °C ve srov-
nani s 20 °C. Zatimco obsah putrescinu a kadaverinu se u veprového masa skladovaného pfi
-20 °C a 5 °C zvysuje, tak obsah spermin a spermidin se za stejnych podminek snizuje [26].
Otravé nahromadénym histaminem z nékterych potravin lze zabranit nékolika zpusoby.
Zhang a Ni (2014) [36] zjistili, Ze tyrosin dekarboxylaza z Lactobacillus brevis méla svou
optimalni teplotu pii 50 °C, ale pfi vyssi teploté byla rychle inaktivovana. Aktivita enzymu
pfi optimalni teploté 50 °C byla vSak rychle snizena béhem jedné hodiny. Déale kmen produ-
kujici histamin (S. thermophilus) inkubovan v mléce pfi nizké teploté (4 °C) produkoval
méné histaminu nez stejny kmen, ktery byl udrzovan pii 42 °C. Tato redukce byla pficitana
spiSe niz8i aktivité histidinkarboxyldazového enzymu, neZ sniZzeni genové exprese nebo pii-

tomnosti nizs§iho poctu bunek [27].

Zda se, ze teplota hraje dllezitou roli pii tvorbé histaminu i v syru. Napfiklad §vycarsky syr
je zamérné skladovan pii 21 az 26 °C po dobu 2 az 7 tydni, dokud nedojde k pozadovanému
vytvoreni ok. Joosten (1998) [37] zjistil, ze hladiny histaminu v syru Gouda skladované pii
9,14, 18 a 21 °C se zvySovaly s vys§imi skladovacimi teplotami. Gouda se obvykle udrzuje

na teploté 13 - 14 ° C, dokud neni uvedena na trh. Skladovaci teplota byla také uvadéna jako
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Lactobacillus buchneri [13].

Komprda a kol. [50] zjistili, Ze obsah tyraminu v syru s pasterované¢ho mléka skladovaného

22 tydnti pti 8 °C ma nizsi obsah tyraminu jak syr skladovany pti vyssi teploté [50].

2.3 Vliv koncentrace pritomnych sacharidi a pH

Ptitomnost fermentovatelnych sacharidi, jako je glukoza, zplisobuje to, Ze se v prostiedi v
disledku rozkladu téchto sacharidii tvoii organické kyseliny, jako je kyselina mlé¢na, sni-
Zuje se pH, a tim se zvySuje bakterialni rist (zejména bakterii mlé¢ného kvaseni) a amino-
kyselinova dekarboxylazova aktivita. Uvadi se, ze koncentrace glukézy mezi 0,5 - 2 %
(hm./obj.) jsou optimdlni pro tvorbu biogenniho aminu a enzymy jsou inhibovany pfti kon-
centracich vyssich nez 3,0 % (hm./obj.). Gluk6éza ma silny vliv na tvorbu tyraminu, pokud
jde o bakterialni riist, ale neovlivituje aktivitu tyrozin dekarboxylazy [26]. Buinikova a kol.
(2012) [38] zjistili maximalni akumulaci tyraminu u E. durans v pfitomnosti vyssi koncen-
trace laktozy (5 %). Méné jasny ucinek tohoto cukru byl pozorovan u L. lactis: zvySujici se
koncentrace laktdzy nevedla k vyssi koncentraci tyraminu, coz bylo pfic¢itdno nadbytku me-

tabolické energie ziskané primarni fermentaci [27].

Hodnota pH je dilezity faktor, ktery ovliviiuje aktivitu aminokyselinové dekarboxylazy, a
tim 1 tvorbu biogenniho aminu. Je zndmo, Ze nizké pH je rozhodujicim faktorem pro aktivitu
nekterych aminokyselinovych dekarboxylaz. V literaturach existuji rizné prace popisujici
kyselé pH, které je optimalni pro tyrozin dekarboxyldzu a dal$i bakteridlni dekarboxylazy
aminokyselin. Geny koédujici dekarboxylazy mohou byt navic indukovany pfti nizkém pH
[7]. Aminokyselinova dekarboxylaza je optimalni v prostfedi s niz§im pH, které se pohybuje
0d 4,0 do 5,5. V prosttedi s pH okolo 4,0 mnoho mikroorganizmi s dekarboxylazovou akti-
vitou neprospiva, a proto je v takovémto prostiedi 1 nizsi produkce BA [26]. Ve studii Mai-
jaly (1994) [39] bylo stanoveno, ze Lactobacillus bulgaricus rychleji syntetizoval histamin,
tyramin a tryptamin v kyselém prostiedi na MRS (pH 5,0), ktery byl obohacen pfidanim
aminokyselin. Dale pouziti okyselujicich ¢inidel, jako je glukono-lakton (GDL), ktery se
doporucuje pro pouziti v masnych vyrobcich a patii mezi potravinarské pridatné latky ve
tfid€ regulatort kyselosti, mtze také snizit produkci aminti snizenim pH. Pouzitim GDL pfi

vyrobé uzenin se dosédhne rychlého snizeni pH hydrolyzou GDL na kyselinu glukonovou ve
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vodé¢. Pfidani GDL do trvanlivych fermentovanych masnych uzenin vede ke snizeni hladiny
pH a déle také nezadoucich mikroorganizmi jako fekalniho streptokoka, aerobnich mezofil-
nich bakterii a koliformnich bakterii. Na druhou stranu ptidavek GDL neovliviiuje vyvoj

bakterii mlééného kvaSeni, 1 kdyz zplisobuje snizeni mnozstvi histaminu a putresinu [26].

2.4 Vliv obsahu soli

Obecné se zvysujici se koncentraci soli se snizuje akumulace BA v potravinach, zejména
dochdzi ke snizeni metabolické aktivity dekarboxylac¢nich mikroorganizmi. Zejména gram-
negativni bakterie jsou vice inhibovany se zvysujici se koncentraci soli nez grampozitivni
mikrobiota [27]. Uvadi se, Ze tvorba histaminu kleséd v ptipadech, kdy je koncentrace soli
vy$$inez 5 %. Jelikoz ma proces soleni inhibi¢ni u¢inek na enzym histidinkarboxylazu, sni-
zuje se aktivita daného enzymu, a tim se brani tvorb¢ histaminu. Bylo vSak zjisténo, ze soli
odolné (halotolerantni) bakterie nejsou pisobenim soli ovlivnény, a mohou tak produkovat
biogenni aminy i v mase sardinek s koncentraci soli 12 %. Vysoka koncentrace soli miize
potlacovat aktivitu histidinové dekarboxylazy u n€kterych mikroorganizmu jako jsou Sta-
phylococcus capitis, Enterobacter cloacae a Pantoea agglomerans, ale naopak u halotole-
rantni Staphylococcus spp. se aktivita mize zvySovat [26]. U fermentovanych uzenin, které
byly inokulovany tyraminogennim kmenem E. faecalis se zvySenim mnoZstvi soli, se poda-
filo snizit koncentraci tyraminu, 2-fenylethylaminu produkovaného enterokoky, ale také se
omezilo produkci kadaverinu a putrescinu produkovaného enterobakteriemi. V feckém syru
Feta, ktery se vyznacuje vysokym obsahem soli, se i pfes zrani ve slaném nalevu a nizkém
pH nalezly pozoruhodné koncentrace nékterych amint (asi 200 mg/kg tyraminu, 90 mg/kg
histaminu a 200 mg/kg putrescinu) [27]. Pfestoze v fadé studii je popséan vliv vyssi koncen-
trace NaCl na snizeni produkce BA, neni mozné tento faktor vyuzit pro vSechny komodity,
a to z ditvodu nezadouciho ovlivnéni senzorickych vlastnosti produktu. Navic nékteré studie
neprokézaly vliv NaCl na vyznamnou redukci BA. Na zéaklad¢ zjist€nych informaci Ize kon-

statovat, ze vyuZiti tohoto faktoru je v praxi limitovano [26].

2.5 Vliv kysliku

Konzervace prostfednictvim baleni obvykle zahrnuje zménu prostiedi obklopujici produkt

pomoci plynné¢ smési. To mize zpomalit produkci biogennich amint v duisledku inhibice
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mikroorganizmil nebo enzymil produkujicich biogenni aminy. Enzym histidinkarboxylaza
byl uvadén jako ucinngjsi v neptitomnosti kysliku (0> ), zatimco enzym histaminéaza (jako
je DAO), ktery oxiduje histamin, byl shledan Gu¢innym pouze v piritomnosti O». Jak anae-
robni, tak aerobni bakterie jsou schopné produkovat biogenni aminy, ale také je i degradovat,
takze nalezeni rovnovahy, ktera bude fidit mikrobidlni rlst a enzymatickou aktivitu, mize
byt obtizné [28]. Konzervace potravin zalozena na modifikaci atmosféry je vSak zaméfena
na vylouceni kysliku. Nicmén¢ v takové strategii neni hlavnim cilem ve vztahu k pfitomnosti
BA inaktivace dekarboxyldzové aktivity, ale inhibice mikrobialni populace s dekarboxylac-
nimi vlastnostmi. Z tohoto hlediska miize atmosféra pouzitd pro baleni ovlivnit kvalitativni
a kvantitativni tvorbu BA. Existuji dikazy, ze kyslik mtze ovlivnit produkci BA. Naptiklad
se ukazalo, ze akumulace tyraminu Enterococcus durans a Lactococcus lactis je podporo-
vano anaerobnimi podminkami. V nékolika studiich bylo uvedeno, ze G¢inek kysliku je také
dilezity v biosyntéze amintl. Napt. Enterobacter cloacae produkuje v anaerobnich podmin-
kach asi polovinu mnozstvi putrescinu v porovnani s aerobnimi podminkami, zatimco Kleb-

siella pneumoniae produkuje v aerobnich podminkéch vice putrescinu a kadaverinu [27].

2.6 Vyuziti vysokého hydrostatického tlaku

Mezi alternativni procesy k tepelnému oSetieni pro konzervaci potravin patii oblast vysoko-
tlakého zpracovani, 1épe znama jako vysoky hydrostaticky tlak (HHP) nebo vysokotlaka ho-
mogenizace (HPH). Vzhledem k antimikrobidlnim u¢inkim HHP mize tato technologie
kvantitativné i kvalitativné modifikovat mikrobiotu oSetfenych potravin, coz ovliviiuje také
vlastnosti matrice potravin. Kromé¢ HHP muize byt také strategii pro kontrolu pfitomnosti
dekarboxyla¢nich mikroorganizmil v surovinéch, jako je mléko pouzivané pro vyrobu syri,
pouzito také HPH. Lanciotti a kol. (2007) [40] prokazali, ze oSetfeni mléka HPH pii 100
MPa muize vyznamné snizit akumulaci BA ve srovnani s tepeln¢ oSetienym mlékem v du-
sledku hluboké modifikace mikrobioty béhem zrani. [27]. Vysoky hydrostaticky tlak (HHP)
je metoda non-termalni konzervace, ktera poSkozuje bunééné membrany mikroorganizmtl,
coz mé za nasledek inaktivaci nebo subletalni poSkozeni. Inaktivaci mikroorganizmii pro-
dluzuje HHP trvanlivost, zachovani ptivodni chuti a vlastnosti potravin. Potraviny oSetfené
HHP jsou komer¢né dostupné ve Spojenych statech (naptiklad guacamole, Ustfice), Japon-
sku (napiiklad ovocnd marmelada) a Spanélsku (napiiklad vafena a vakuové balena

Sunka). HHP byl aplikovan na mnoho dalSich potravin vCetné syrt, klobas, ryb a zeli. Kdyz
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se HHP aplikuje na surovinu nebo kone¢né produkty fermentace, tak miize napomoci snizit
pocet bakterii a tim inhibovat tvorbu biogennich amint [28]. Celkové jsou k dispozici pouze
omezené informace o uc¢innosti pouziti HHP na kontrolu biogennich amint pii zpracovani
surovin, pficemz existuji dikazy o zvysené i snizené tvorb¢ biogennich amini. Je mozné, ze
HHP ovliviiuje enzymy i bakterie, které zptisobuji tvorbu biogennich aminti, ackoli tento

aspekt nebyl studovan [32].

Latorre-Moratalla a kol. (2007) [32] aplikovali HHP (200 MPa) na surovinu rozmélnéného
masa pro fermentaci uzenin, tim byl inhibovan rlst enterobakterii a soucasné se oddalilo

hromadéni putrescinu a kadaverinu [32].

Inhibice tvorby biogennich aminl zavisi na urovni aplikovaného tlaku. Napiiklad Novella
Rodriguez a kol. (2002) se béhem zrani syrl, pro které bylo pouzito nizkotlaké oSetfeni 50
MPa po dobu 72 hodin, zvysil obsah biogenniho aminu, zatimco vysokotlaké oSeteni 400
MPa po dobu 5 minut plus 50 MPa po dobu 72 hodin ukazalo mirny pokles biogennich
aminu v syrech. Osetfovani fermentovanych klobas vysokym tlakem (350 MPa / 15 min)
sniZilo pocet bakterii mlééného kvaSeni a doslo ke sniZeni hladiny kadaverinu, putrescinu a
tyraminu béhem 160 dni chlazeného skladovéani ve srovnéni s klobasou neosetfenou HHP

[28].

2.7 Pouziti koreni a éterickych oleji

Pouziti éterickych oleji jako aromatickych piisad se v posledni dob¢ zvysilo kviili rostouci
poptavce spotiebitelil po ptirodnich produktech a ptirodnich konzervacnich latkach a nahra-
zovani syntetickych aditiv v potravinarském primyslu. Kofeni jsou ¢asto definovana jako

aromatické, suSené rostlinné latky pouzivané v potravinach pro aromatizaci ¢i barveni [27].

Komprda a kol. (2004) [3] napsali, Ze ptirozen¢ se vyskytujici specifické inhibi¢ni latky v
koteni a ptisadach inhibuji tvorbu biogennich amint. Mezi tyto latky patii kurkumin (kur-
kuma), kapsaicin (Cerveny pept) a piperin (Cerny pept). Nevyhodou téchto latek je znacna
ztrata ucinnosti, ke které dochdzi béhem vareni. Dale uvedli, Ze vysoky obsah Cervené pa-
priky spolu se startovacimi kulturami ptispé€l k nizSimu obsahu BA v suchych fermentova-

nych uzeninéch [30].

Z téchto latek byl kapsaicin shledan jako tepelné stabilnéj$i nez kurkumin a piperin. Nejak-

tivnéj$i slozkou kurkumy je kurkumin, analog 6-gingerolu. Kurkuma ma Zlutou barvu, coz
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je zptusobeno kurcuminoidy. Kurkumin se pouziva jako potravinarska piidatna latka, koteni
a jako 1é¢iva bylina. Hladiny kurkuminu 8 g / d mohou byt tolerovatelné s ptibliznou spo-

ttebou 0,1 g/ d. Je to silny antioxidant 10krat silnéjsi nez vitamin E [28].

Cerveny pepi obsahuje kapsaicin, o kterém je znamo, Ze brani rastu nékterych bakterii. Ve
studii Mah a kol. (2009) [41] byly zkoumény uc¢inky riznych druhii kotfeni v¢etné zazvoru,
¢esneku, zelené cibule, Cervené papriky, hiebicku a skofice pro snizeni obsahu BA v myeol-
chi-jeot (korejské solené a fermentované anc¢ovicky). Nejvétsi inhibicni u€inek na produkcei
BA byl zjistén v kultufe oSetfené cesnekovym extraktem, zatimco ostatni kotenici extrakty
vykazovaly mensi G¢inek na sniZeni obsahu BA. Cesnek obsahuje antimikrobialni slozku
allicin a jeho uc¢innost pravdépodobn¢ souvisi s ptitomnosti této molekuly. Zazvorovy ex-
trakt snizil obsah putrescinu, zatimco extrakt z ¢ervené papriky snizil akumulaci kadaverinu

[27].

Dale byla provedena studie Ozogul a kol. (2015) [29] na dopad karvakrolu v réiznych kon-
centracich (0,1, 0,5 a 1 ml/ 100 ml) na produkci BA bakteriemi z potravin v¢etné Staphylo-
coccus aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, E. faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Liste-
ria monocytogenes, A. hydrophila a Salmonella Paratyphi v bujonu histidindekarboxylazy.
Vysledky této studie ukazaly, ze vSechny testované bakterie byly schopny dekarboxylovat
vice nez jednu aminokyselinu a ze karvakrol byl schopen snizit tvorbu BA v zavislosti na

koncentraci a druhu bakterii [29].

Kromé toho Bozkurt (2006) uvedl, Ze hladiny histaminu, putrescinu a tyraminu v sucuk (tu-
recka sucha fermentovana klobésa) byly niz8i v uzeninach s pouZitim extraktu ze zeleného

¢aje nez v kontrolnim vzorku bez extraktu [31].

2.8 Pouziti ozarovani

Ozarovani potravin lze pouzit ke zvySeni bezpecnosti a trvanlivosti potravin snizenim mi-
krobidlniho ristu. Bylo hlaSeno, Ze zafeni gama sniZuje obsah BA v potraving v dasledku
zpozdéni pocate¢niho riistu ndhodnych mikroorganizmt [28]. I pfes neochotu spotiebitell
piijimat ozarené potraviny kvili nejistotdm ohledné jejich bezpecnosti, ozafovani ziskava
na popularité jako technika, kterd dokéaze ti¢inn€ kontrolovat patogenni bakterie, viry, plisn¢,
parazity a hmyz, jakoZz i toxické chemikalie, jako jsou dusitany, nitrosaminy a BA v potra-

vinach, ¢imz se zvysuje jejich bezpecnost a kvalita. Ionizujici zafeni x a y jsou v soucasné
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dobé¢ legélné schvalena pro uchovéavani potravin v ptiblizné 50 zemich po celém svéte. Tento
pocet neustale roste, protoze se shromazd'uje vice védeckych dikazu, které prokazuji, ze
piinosy ozafrovani potravin pfevazuji nad jeho potencidlnimi riziky. Pro uchovani potravin
jsou povoleny rtizné davky radiace y (1 az 30 kGy), v zavislosti na povaze potraviny, cilo-
vych mikroorganizmech, které maji byt usmrceny, a na cili oSetfeni (prodlouzeni doby pou-
zitelnosti, ¢astecné nebo uplné odstranéni mikrobialnich kontaminantt, zrani a nakli¢eni ze-
leninovych potravin). Ackoli neexistuje zadné pravni postaveni tykajici se ozafovani fer-
mentovanych potravin véetné mlécnych vyrobki, tak mnoho studii prokdzalo u¢innost oza-
fovani pii snizovani obsahu BA v téchto potravinach. Byly vzneseny i obavy tykajici se
moznych neptiznivych u¢inkl na nutri¢ni kvalitu potravin po ozafeni. Takové obavy souvi-
sely s tvorbou volnych radikalt a oxidaci lipidd, coz by vedlo ke zménam chemického slo-
zeni potravinafskych produkti bohatych na tuk a proteiny, kdyz by také potraviny byly vy-
staveny davkam vyssim nez 6 kGy. Benkerroum [33] popsal, ze takové davky zvySuji hla-
dinu ne¢kterych BA (fenytethylamin, spermidin, kadaverin a tryptamin) v masnych vyrob-
cich, coz by mohlo platit i pro mlé¢né vyrobky. Ukazalo se vSak, ze davky niz8i nez 6 kGy
neovliviuji jak chemické sloZeni, tak ani chutovou kvalitu mléénych vyrobki a zaroven
snizuji obsah BA a mikrobialni poéty v rizné mife. Proto mlize byt ozafovani mlécnych
vyrobku zvlasté uzite¢né v syrech, kde miize byt pouzito po zrani ke snizeni obsahu BA a
soucasn¢ zabranit nadmérnému zrani nékterych odrad syrd, kde se soucasné snizuje pocet
mikroorganizmil [33]. Béhem skladovani byly pozorovany nizké hladiny BA pfi pouziti za-
feni gama na klobasu pepperoni. Byla provedena studie G€inkl riznych davek zateni gama
(2, 4 a 6 kGy) na tvorbu BA v egyptskych fermentovanych uzeninach. Histamin byl deteko-
van v ozafenych vzorcich ihned po ozafeni a béhem skladovani byly pozorovany nizké hla-
diny vSech BA zejména u produktt, které byly oSetfeny pii 6 kGy [27]. Ozafovéani do 10
kGy se povazuje za bezpecné pro jakykoli potravinovy produkt (WHO 1994). ProdlouZeni
doby pouzitelnosti potravinaiskych vyrobki oSetfenych ozatenim bylo pouzito u mnoha po-

travin véetn¢ veprového a hovéziho masa, klobas, s6jové pasty [28].

2.9 Ostatni moznosti

Pulzni elektrickéd pole (PEF) je netermickd metoda konzervovani potravin, kterd pouziva k
mikrobialni inaktivaci kratkych pulzt elektfiny, a zpisobuje tak minimalni Skodlivy vliv na

atributy kvality potravin. Pfedchozi studie prokazaly, ze oSetfeni PEF muze byt uzite¢né pii
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sterilizaci ovocné Stavy za riznych podminek. Byla pozorovéna jasna mikrobialni inakti-
vace v zavislosti na §t'ave, mikroorganizmech, podminkéch osetfeni a zafizeni. Navic zvy-
Seni intenzity elektrického pole (> 600 kV / m) zlepsilo inhibici ristu mikroorganismui bé-

hem skladovani v Tiléapii nilské [27].

Pouziti dvou slabych kyselin (sorbat a benzoat) v kombinaci s hiebi¢kem inhibovalo dekar-
boxylacni uc¢inek aminobiogenetického kmene Enterobacter aerogenes izolovaného z ryb.
Byla provedena studie Lapa-Guimaraes a kol. (2011) [42] a Gengcelep a kol. (2014) [43],
kde benzoat a sorbat byly také pouzity k omezeni produkce BA béhem skladovéani dvou
ruznych druhti produktt rybolovu (fil¢ z tresky obecné a perlové mulletové) [27]. Sorbat
sodny mize omezit tvorbu biogennich amint a také se ukazalo, Ze hexametafosfat sodny ve
2 % zpomaluje produkci histaminu. Kyselina citronova, kyselina jantarova, D-sorbitol a ky-
selina jable¢na dokazaly inhibovat dekarboxyldzovou aktivitu a vysledna tvorba histaminu
v makrelach skladovanych po dobu 10 dni pti 25 °C. Pouziti kyseliny citronové (1%) béhem
fermentace kysaného zeli zptisobilo mirné snizeni biogennich aminti. Bylo také zjisténo, ze
sorbat draselny prodluzuje trvanlivost moiskych plodii. Klobasa obsahujici sorbat draselny
a kyselinu askorbovou vykazovala vyznamné snizeni akumulace biogennich amint. Ptidani
0 az 1% glukono-delta-laktonu (GDL) do masa sniZilo produkci histaminu a putrescinu po-

klesem pH masa. Pfidani cukru mize také mirné snizit tvorbu biogennich aminti [28].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit a popsat vliv piidavkl vybranych kmenti mikroor-
ganizmil na obsah biogennich aminl v prubéhu zrani syru holandského typu. Zékladni cil
byl déle jeste rozdelen do nekolika dalsich dil¢ich cila:

- vyrobit modelové Sarze syrt s producentem biogennich aminli Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 946 a potencialnimi degradéry biogennich aminti Lacto-
bacillus casei CCDM 198, Lactobacillus casei CCDM 802, Lactobacillus plantarum
CCDM 183 a Lactobacillus plantarum CCDM 185

- porovnat mezi sebou obsah biogennich aminti v modelovych Sarzich syrt v pribéhu
zrani

- vramci skladovani sledovat i vybrané vlastnosti modelovych syrii
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Vyroba modelovych vzorki syru

Material a pomicky

syrové kravské mléko

- lyofilizovana mezofilni smetanova kultura Laktoflora (MILCOM a. s., Cesk4 re-
publika)

- vyrobnik syrti (Driml, Ceska republika)

- laboratorni odstiedivka FT15 (Armfield Inc., Velka Britanie)

- syfidlo Chymax M (Chr. Hansen, Dansko)

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

- potravinatska sil (Herold feznické potieby s. r. 0., Ceské republika)

- antimykoticky ptipravek Delvocid (O.K. Servis BioPro s. r. 0., Ceské republika)

- kyselina peroctova Divosan Activ (Diversey, Ceska republika)

- zraci komora (Candy, Italie)

- vakuova bali¢ka Mini Jumbo (Henkelman, Nizozemsko)

- analytické vahy (A&D GH-200 EC, LABICOM s. 1. 0., Ceska republika)

- termostat Microbiological IL53 (VWR, Evropska Unie)

- germicidni UV lampa NBVE 110/55 (Ultra Viol, Polsko)

- odmérné valce, plastové zkumavky, automaticka pipeta, kddinky, nabéracka

Postup vyroby

Bylo vyrobeno celkem 5 Sarzi syri s nizkodohtivanou syfeninou typu gouda, které byly na-

sledn¢ uskladnény pro zraci pokus.

Jako prvnim krokem bylo ptedehtati syrového mléka ve vyrobniku na teplotu 37 =1 °C pro
sniZeni viskozity mléka a jeho lepsi odstifedéni. Po pfedehtati bylo mléko pielito do odstie-
divky, kde bylo oddéleno mléko od smetany. Déle bylo potieba mléko nastandardizovat na
obsah tuku v mléce 3 %, aby bylo dosazeno vysledné poZzadované tucnosti syru 45 % tvs.
Nastandardizované mléko bylo pievedeno zpét do vyrobniku syrt. Pro polotvrdé syry byla

pouzita kratkodoba Setrna pasterace a mléko bylo zahfivano na teplotu 74 °C / 20 s. Takto
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pasterované mléko se ochladilo a vytemperovalo na vhodnou inokula¢ni a syfici teplotu 32
+ 1 °C. Mléko o celkovém objemu 35 litrii bylo inokulovéno pfedem pfipravenym provoz-
nim zakysem, ktery mél celkovy objem 160 ml (na Obrazku 5 jsou znazornény pouzité mi-

kroorganizmy v modelovych Sarzi):

- Kontrola: 120 ml smetanového provozniho zakysu (Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylis) a 40 ml za-
kysu s kmenem, ktery produkuje biogenni aminy Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946 (kontrolni Sarze)

- Degradér 1: 80 ml smetanového provozniho zakysu, 40 ml zékysu s BA produkuji-
cim kmenem Lc. lactis subsp. cremoris CCDM 946 a 40 ml zakysu s kmenem Lbc.
casei CCDM 198, ktery je testovan na degradaci biogennich amint (oznaceni SarZe
Lbc. casei D1)

- Degradér 2: 80 ml smetanového provozniho zakysu, 40 ml zékysu s BA produkuji-
cim kmenem Lc. lactis subsp. cremoris CCDM 946 a 40 ml zakysu s kmenem Lbc.
casei CCDM 802, ktery je testovan na degradaci biogennich amint (oznaceni SarZe
Lbc. casei D2)

- Degradér 3: 80 ml smetanového provozniho zékysu, 40 ml zakysu s BA produkuyji-
cim kmenem Lc. lactis subsp. cremoris CCDM 946 a 40 ml zakysu s kmenem Lbc.
plantarum CCDM 183, ktery je testovan na degradaci biogennich amint (oznaceni
Sarze Lbc. plantarum D1)

- Degradér 4: 80 ml smetanového provozniho zékysu, 40 ml zakysu s BA produkuji-
cim kmenem Lc. lactis subsp. cremoris CCDM 946 a 40 ml zakysu s kmenem Lbc.
plantarum CCDM 185, ktery je testovan na degradaci biogennich amint (oznaceni

Sarze Lbc. plantarum D2)
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Kontrola
p

Lbc. casei
D1

Lbc. casei
D2

Lbc.
plantarum
D1

Lbc.
plantarum
D2

smetanova kultura

Lc. lactis subsp.
lactis, Le. lactis
subsp. ecremoris, Lc.
lactis subsp.

smetanova kultura

smetanova kultura

smetanova kultura

smetanova kultura

+

producent:
Lactococcus lactis

+

producent:
Lactococcus lactis

+

producent:
Lactococcus lactis

+

producent:
Lactococcus lactis

diacetylis subsp. cremoris subsp. cremoris subsp. cremoris subsp. cremoris
+ CCDM 946 CCDM 946 CCDM 946 CCDM 946
producent * * * ) * A
. degradér 1: degradér 2: degradér 3: degradér 4:
Lactococcus lactis - -
b . Lbc. casei CCDM Lbc. casei CCDM Lbe. plantarum Lbc. plantarum
Subsp. cremoris 198 802 CCDM 183 CCDM 185

CCDM 946

Obrazek 5. Schéma vyroby syrt s pouzitim danych kmend mikroorganizmii

Po inokulaci se k mléku ve vyrobniku ptfidalo 17,5 ml nasyceného roztoku CaCl,, aby se
podpotiil pribéh sytfeni. Takto pripravend smés se dikladné zamichala a nechala se 20 minut
reaktivovat za soucasného michéani. Po uplynutém case se ptidalo syfidlo objemu 1120 pl.
Smeés se znovu kratce, ale intenzivn€ zamichala a nechala se bez michani stat v klidu 30
minut. Po 30 minutach se vznikla syfenina prokrojila za pomoci syraiské harfy, jak podéIné,
tak 1 pfi¢né. Po prokrojeni, se syfenina ponechala v klidu 10 minut. Béhem této doby docha-
zelo k uvolnovani syrovatky ze syfeniny. Po této dobé se za pomoci syraiské harfy s verti-
kalnimi strunami syfenina drobila 5 minut. Poté se pomoci michadla michala 30 minut. Pti
téhle fazi dochdzelo k postupnému vytuzovani syratskych zrn. Po vytuZeni se pii neustalém
michani postupné odebirala syrovatka v objemu 10,5 1 (tj. cca do 30 % ptvodniho objem
mléka). Ke vzniklému syraiskému zrnu se po malych davkach ptidavala voda s teplotou 60
°C v objemu 7 1 (tj. cca do 70 % objemu odebrané syrovatky). Pfidanim této vody se mélo
doséhnout zvysenim teploty na 37 °C a tim dochézelo k dohtivani syru. Takovéto dohiivani
muselo byt pomalé, aby se syrafské zrno neuzavielo, kvili rychlému pfidani teplé vody. Pro
udrzeni pozadované teploty 37 °C se pouzilo regulace pomoci fidici jednotky vyrobniku
syri. Nasledovalo dosouseni syra a to probihalo za stadlého michéani po dobu 30 minut a mu-

selo probihat tak, aby se zrno neusazovalo na dno vyrobniku syru a nevznikali vetsi shluky
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syrového zrna. Syfenina byla slévana do nerezové vany, kde se syrairské zrno predlisovalo
20 minut. Takto ptedlisovana syfenina se rozkrajela na mensi ¢asti a byla postupné vkladana
do 12 forem, které byly vylozeny plachetkou. Formy se uzavtely a syry se lisovaly pomoci

4 list ve trojici podle lisovaciho planu.

1. lisovani

Doba lisovani | Zatéz na pace

30 min 5kg
30 min 15 kg
30 min 25 kg

Otoceni syri ve formach

2. lisovani

Doba lisovani Z4t€Z na pace

60 min 25kg

Vylisované syry se ulozily do nadob a umistily se ptes noc do lednice (6 =2 °C) k prokysani.
Druhy den se syry vlozily do pfedem pfipravené solné 14zné, o koncentraci 20 % (m/v) o
teploté 8 °C a byly soleny 3 hodiny. Celkem byly pfipraveny 4 solné 1azn¢ pro 12 syri. Po
vysoleni se syry oSettily antimykotickou suspenzi (Delvocid XT1, DSM, Nizozemsko). Syry
se nechaly kratce oschnout a byly baleny do vakuové smrstitelné folie. Po oznaceni se syry
daly zrat do zraci komory o teploté (10 = 1 °C) na potiebnou dobu. Odbéry modelovych
vzorkl syri pro jednotlivé analyzy byly provedeny 1., 14., 28., 56., 84. den zréni. Zdmérem
vSak bylo provést analyzy az do 6. mésice zrani, ale kviili omezenému piistupu do laboratoii

z ditvodu zamezeni Sifeni ndkazy Covid-19, byly analyzy provedeny jen do 84. dne zrani

4.2 Mikrobiologicky rozbor

Mikrobiologické stanoveni bylo provadéno 14., 28., 56., 84. den a 6. mésic zrani. Mikrobi-
ologicky rozbor modelovych vzorkt syrti byl proveden na Ustavu inZenyrstvi a ochrany Zi-

votniho prostiedi, Fakulty technologické UTB.
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Pro stanoveni mikroorganizmu byly pouzity kultiva¢ni pady PCA (pro vSechny mikroorga-
nizmy), ENDO (enterobakterie), Slanetz-Bartley (enterokoky), CHY GA (plisn¢ a kvasinky),
M17 (mlécné koky) a MRS (laktobacily). Stanoveni na padach bylo provedeno pro vSechny

vzorky syra.

Pocet mikroorganizmt v syru byl vyjadien jako KTJ (kolonie tvofici jednotku), z angl. CFU
(colony forming unit), ktery je vztazen na jednotku objemu nebo hmotnosti, podle povahy

vzorku, tedy KTJ/ml nebo KTJ/g.
Vypocet byl proveden podle vzorce:

N=—2E
B V(n1+0,1n2)d

> C —soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet

V — objem inokula v ml

n; — pocet ploten vybranych k vypoctu z prvniho zvoleného fedéni
n2— pocet ploten vybranych k vypoctu z druhého zvoleného fedéni

d — faktor fedéni odpovidajici prvnimu pro vypocet zvolenému fedéni

4.2.1 Stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich

mikroorganizmu
Celkovy poéet mikroorganizmii (CPM) byl stanoven podle normy CSN EN ISO 4833.

Kultivaéni piida PCA je neselektivni medium a slouzi ke stanoveni celkového poctu mezo-

filnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganizma.

Podle této normy bylo navazeno 5 g vzorku syru, ktery byl zfedén devitindsobkem sterilniho
fyziologického roztoku. Takto pfipravena smés, byla zhomogenizovéana a tim bylo ziskédno
0. fedéni. Poté se piipravilo piislusné desitkové fedéni (10°,10°,107,10®) do predem pfi-
pravenych sterilnich zkumavek se 4,5 ml fyziologického roztoku. Ockovani se provadélo
roztérem 0,1 ml vzorku na serilni Petriho misku s ptfipravenou piidou PCA. Vzdy bylo pro-
vedeno osmi desitkové vhodné fedéni a o€kovéano na Ctyfi Petriho misky. Kultivace byla

provedena pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin.
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4.2.2 Stanoveni plisni a kvasinek
Plisné a kvasinky byly stanoveny podle normy CSN ISO 21527-1.

Bylo navéazeno 5 g vzorku modelového vzorku syru, ktery byl nafedén devitinasobkem ste-
rilniho fyziologického roztoku. Poté se tato smés homogenizovala a tim se ziskalo 0. fedéni.
Z homogenizované smési se pfipravilo ptisluiné desitkové fedéni (10°!, 1072) do predem pfi-
pravenych sterilnich zkumavek, ve kterych bylo 4,5 ml fyziologického roztoku. Ockovani
vzorku se provadélo roztérem 0,1 ml na sterilni Petriho misku s pidou CHYGA. Provedeny
byly dvé desitkové fedéni a ockovalo se na dvé Petriho misky. Kultivace byla provedena pfti

laboratorni teploté pro dobu 48 hodin.

4.2.3 Stanoveni enterokokii
Enterokoky byly stanoveny podle normy CSN ISO 7899-2.

Bylo navédzeno 5 g modelového vzorku syru, ktery byl natedén devitindsobkem sterilniho
fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace této smési a bylo tak ziskdno 0. fedéni.
Ptipravilo se desitkové fedéni (107, 107, 10”7) do pfedem pfipravenych sterilnich zkumavek,
ve kterych bylo 4,5 ml fyziologického roztoku. Ockovéni bylo provedeno roztérem 0,1 ml
vzorku na sterilni Petriho misku s ptidou SB. (107,102,10,10%). Vzdy bylo provedeno
sedm desitkovych fedéni a ockovani bylo provedeno na tfi Petriho misky. Kultivace probéhla

pii teploté 37 °C po dobu 48 hodin.

4.2.4 Stanoveni bakterii mlé¢ného kvaseni
Bakterie mlé&ného kvaseni byly stanoveny podle normy CSN ISO 15214.

Kultiva¢ni pida MRS slouzi ke stanoveni laktobacilt a ptida M17 je zivné medium, které¢

slouzi se stanoveni mlé¢nych kok, jako jsou laktokoky, streptokoky, leukonostoky apod.

Bylo navadzeno 5 g modelového vzorku syru, ktery byl nafedén devitinasobkem sterilniho
fyziologického roztoku. Poté se tahle smés zhomogenizovala a ziskalo se tak 0. fedéni. Pfi-
pravilo se desitkové fedéni (1073, 106, 107, 10"%) do pfedem piipravenych sterilnich zkuma-
vek se 4,5 ml fyziologického roztoku. Ockovani se provedlo roztérem 0,1 ml vzorku na ste-
rilni Petriho misky s ptidou M17 a MRS. Vzdy bylo provedeno 8 desitkovych fedéni a o¢-
kovalo se ¢tyfi Petriho misky. Kultivace na piidé MRS probéhla v aerostatu za pfitomnosti
oxidu uhli¢itého pfi teploté¢ 30 °C po dobu 48 hodin a na pidé M17 probéhla kultivace pti
teploté 30 °C po dobu 48 hodin.
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4.3 Zakladni chemicka analyza

4.3.1 Méreni pH

Meéfieni probihalo 1., 14., 28., 56. a 84.. den zréani syru. Kalibrovanym pH metrem (EUTECH
INSTRUMENTS, Nizozemsko) se vzorek syra zméfil celkem Sestkrat rovnomérné v celém

bloku syra.

4.3.2 Stanoveni obsahu suSiny

Obsah suiny v syru byl stanoven podle normy CSN EN ISO 5534. Sledovany modelovy
vzorek syru se po zméieni pH rozemlel, aby bylo mozné ho 1épe navazit a také pro stanoveni
dalsich analyz. Stanoveni obsahu susiny bylo provedeno 1., 14., 28., 56. a 84. den zrani.
Vzdy se navazilo cca 3 g vzorku, ktery byl smichan v kovové misce s motskym piskem.
Takto ptipraveny vzorek se v misce promichal a vlozil do susarny suSarny (Venticell, Br-
nénska Medicinska Technika a. s., CR). Vzorek se susil pii teploté 105 + 1 °C po dobu 5

hodin. Obsah suSiny byl vypocitan podle vzorce:

obsah susiny [% hmotnostni] :(msm;ml)_
2

mi- hmotnost misky s piskem [g]
my — hmotnost vzorku pied susenim [g]

mj3 — hmotnost misky s piskem a vzorkem po vysuseni [g]

4.3.3 Stanoveni obsahu tuku

Stanoveni obsahu tuku v modelovém vzorku syra se provadélo 1., 14., 28., 56. a 84. den
zrani. Na sklenénou lodicku bylo navazeno s piesnosti na dvé desetinna mista 3,00 g vzorku
syru, ktery byl poté vlozen do butyrometru. Hornim otvorem butyrometru se vpustilo cca 14
ml kyseliny sirové. Poté se butyrometr uzaviel a vlozil se do vodni 1azné€ o teploté 65 °C za
promichavani. Po rozpusténi syru se pfidal 1ml amylalkoholu a zfedéna kyselina sirova (tak
aby sahala do 2/3 stupnice butyrometru). Poté se butyrometr uzaviel, nékolikrat se obratil a
byl vytemperovan ve vodni 14zni s teplotou 65 °C. Nasledovalo odstfedéni, které trvalo 5
minut. Po odstfedéni se ponechal butyrometr 5 minut ve vodni l4zni s teplotou 65 °C a na
stupnici butyrometru se ode€etly hmotnostni procenta tuku. Procentuédlni podil tuku z celé

susiny (tuk v susing), byl vyjadien pomoci vypoctu:
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100=t
S

X=

s —suSina v %
t — tucnost v %

X — tuk v susiné v %

4.3.4 Stanoveni obsahu soli

Obsah soli byl stanoven potenciometricky podle CSN EN ISO 5943. Stanoveni obsahu soli
v modelovém vzorku syru, bylo provedeno 14., 28., 56. a 84. den zrani. Pfed stanovenim
obsahu soli bylo nutno provést standardizaci roztoku dusi¢nanu stfibrného. Na analytickych
vahach (A&D GH-200 EC) byl navaZen s pfesnosti na dvé desetinna mista 1,00 g homoge-
nizovaného modelového vzorku syra. Vzorek se nasledné rozmélnil v tfeci misce s 5 — 10
ml destilované vody o teploté cca 60 °C. K takto pfipravenému vzorku se piidalo 2 ml HNO3
ziedéné 1:4. Vzorek se prevedl do kddinky a doplnil se destilovanou vodou na objem 120 —
130 ml, tak aby se mohly ponofit elektrody a teplomér. Kadinka se nasledné umistila na
magnetickou michacku a vzorek byl titrovan roztokem dusi¢nanu sttibrného o koncentraci ¢
= 0,1 mol-I"". Prvni naméfen4 hodnota napéti se zaznamenala pii 0 ml piidavku dusi¢nanu
stiibrného a nasledné vzdy po 0,5 ml ptidavku dusi¢nanu sttibrného. Titrace byla ukoncena
po dosazeni napéti 400 mV. Objem byl uréen pomoci vypoctu z druhé derivace. Celkem

byla provedena tfi stanoveni pro kazdy vzorek.

4.4 Texturni profilova analyza

Analyza texturnich vlastnosti probihala 1., 14., 28., 56., a 84. den zrani. Analyza texturnich
vlastnosti modelovych vzorka syrii byla provedena pomoci piistroje TA.XT Plus (Stable
Micro Systems Ltd., Godalming, Velk4 Britanie) a sondy o priméru 100 mm. Ze stfedu
modelového vzorku syru byl vykrojen valec o priméru 35 mm a vySce 20 mm. Z téchto
vykroja se provedl kompresni test ve dvou cyklech se stlacenim vzorku o 25 % jeho ptivodni
vysky s rychlosti 2 mm / s. Ze zatézové kiivky se hodnotila tvrdost vyjadiend jako maxi-
malni sila v N dosazena béhem prvniho stlaceni. Déle se posuzovala i kohezivost vzorku,
jako podil ploch pikli druhého a prvniho kompresniho cyklu. Pro kazdy modelovy vzorek

syra, byla provedena celkem tii opakovani.
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4.5 Stanoveni obsahu biogennich aminii

Pted analyzou se modelovy vzorek syru nejprve rozemlel a poté lyofilizoval (lyofilizator
ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, LABICOM, s.r.0., CR). Stanoveni biogennich amint probihalo
1., 14., 28. a 56. den zrani. Zamérem bylo provést stanoveni az do 6. mésice zrani, ale ne-
stihlo se to, kvili omezenému piistupu do laboratofi z divodu zamezeni §ifeni nadkazy Co-

vid-19.

Pted stanovenim obsahu biogennich amini se provedla tfistupiiovd extrakce z vysuSené

hmoty modelového vzorku syru za pomoci 0,6M kyseliny chloristé a derivatizace.
Postup provedené extrakce:

Do zkumavky se navazil 1 g lyofilizovaného modelového vzorku a ptidalo se 10 ml 0,6M
kyseliny chloristé. Vzorek se nejprve dokonale promichal ve vortexu a nasledné byl pone-
chan 30 minut na tiepacce (LT2). Po této dob¢ se vzorek odstiedil na odsttedivce ( EBA 21,
Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen) pii 6000 ot./min. po dobu 10 minut. Zis-
kany supernatant byl pfelit do odmérné bariky o objemu 25 ml, pfidalo se 7 ml 0,6M kyseliny
chloristé a cely postup se znovu opakoval. Tento postup se jeste jednou opakoval po opétov-
ném piidavku 7 ml 0,6M kyseliny chloristé. Odmérn4 batka byla doplnéna 0,6M kyselinou
chloristou po rysku a nasledné byl roztok ptefiltrovan ptes stiikackovy filtr s porozitou 0,45

pum. Nakonec byly vzorky napipetovany do mikro zkumavek a podrobeny derivatizaci.

Do ptipravenych a popsanych derivatizacnich nadobek o objemu 16 ml se odpipetovalo 100
pl vnitiniho standardu 1,7-heptandiaminu (¢ = 500 mg/l v 0,6M HClO4), 1 ml extrahovaného
vzorku, 1,5 ml karbonatového pufru pH 11,1 — 11,2 a Cerstvé pfipraveny dansylchlorid o
koncentraci 5 g/l, ktery se zfedil acetonem. Po 20 hodinach, pfi kterych probihalo tfepani
smési v temnu, bylo pfidano 200 pl roztoku prolinu (c = 0,1 g/ml v destilované H>O) a tfe-
pani probihalo jesté dalsi 1 hodinu. Pfidalo se 3 ml heptanu a intenzivné se protiepavalo 3
minuty ruén€. Z vytvorené horni heptanové vrstvy vzorku byl odebran 1 ml s obsazenymi
derivaty biogennich aminti. Nasledné se nechal inertnim dusikem odpatit heptan pii 60 °C a
odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilem. Pfed samotnou analyzou byly vzorky prefiltrovany
pies stiikackovy filtr s porozitou 0,22 pum. Stanoveni takto pfipravenych vzorkt probihalo
pomoci vysokouc¢inného kapalinového chromatografu se spektrofotometrickou detekci (A =
254 nm) Dionex HPLC UltiMate 3000, Némecko. Analytickd kolona s ptedkolonou
ZORBAC RRHD Eclipse Plus C18, Agilent Technologies, USA.
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Pouzité chemikalie:
- Acetonotrii CHROMASOLV® Plus
- Milli-Q voda upravena pfistrojem TheagaMAX™ Ultra 370 Series
- 1,7- heptandiamin o koncentraci 500 mg/I
- Kyselina chlorista (HC104) 0,6M
- Dansylchlorid o koncentraci 5 g/l
- Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs3) o koncentraci 0,5 mol/l
- Uhlicitan sodny (Na2COs3) o koncentraci 0,5 mol/l
- Roztoku prolinu o koncentraci 0,1 g/1ml

- Aceton
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Mikrobiologicky rozbor

MlIéko urc¢ené pro vyrobu modelovych syra bylo pied tepelnym i po tepelném osSetieni po-
drobeno mikrobiologickému rozboru z diivodu pozadavku vysoké mikrobiologické kvality.
Z vyrobenych modelovych syrii se stanovily tyto skupiny mikroorganizmti: celkovy pocet
mikroorganizmi, bakterie mlé¢ného kvaSeni a mezofilni laktokoky, streptkokoky, koli-
formni bakterie a enterokoky. Vyvoj sledovanych skupin mikroorganizmi je zobrazen na

Obrazcich 6. — 10.

Celkovy poc¢et mikroorganizmi (CPM) je zndzornén na Obrazku 6. U kontrolni Sarze je vi-
dét, ze byl CPM 14. den zrani na hodnot¢ 8,91 log KTJ/g a hodnota CPM se zvySovala po
celou dobu zrani az do 6. mésice zrani, kde tato Sarze doséhla poctu 9,96 log KTJ/g. K po-

klesu doslo 84. den zrani, kde hodnota CPM poklesla na 8,90 log KTJ/g.

U Sarze s degradérem Lbc. casei D1 14. den zrani byl pocet CPM 8,71 log KTJ/g a CPM
rostl az do 84. dne zrani, kde doséhla hodnoty 9,08 log KTJ/g. K poklesu doslo 56. den zrani
a to na hodnotu 7,90 log KTJ/g a 6 mésic zrani, kde pocet CPM byl 8,20 log KTJ/g.

Sarze s degradérem Lbc. casei D2 mél podet CPM 14. den zrani 8,64 log KTJ/g a v pribéhu
zrani se obsah CPM zvySoval az do 56. dne zrani, kde pocet CPM byl na hodnoté 9,64 log
KTJ/g. Od tohoto dne zrani se pocet CPM snizoval a 6. mésic zrani, byl na hodnoté 9,40 log
KTJl/g.

Sarze s degradéry Lbc. plantarum D1 a D2 se v dobé zrani drzely piiblizné ve stejnych hod-
notach a 14 den zrani dosahovaly po¢tu CPM okolo 8,7 log KTJ/g. V 56. dnu zrani dosaho-
vala Sarze Lbc. plantarum nejvyssi poctu CPM 11,13 log KTJ/g z celé doby zrani a od té
doby, u ni CPM zacal klesat a u Sarze Lbc. plantarum D2 hodnota CPM vzrustala az do 56.
dne zrani, kde tato SarZe dosahla hodnoty 9,10 log KTJ/g a Sarze Lbc. plantarum D1 t€mét
stejné hodnoty 9,09 log KTJ/g. Nejnizsi pocet u téchto Sarzi, byl zaznamenan 6. mésic zrani
a u Sarze Lbc. plantarum D1 byl pocet CPM 8,58 log KTJ/g a u Sarze Lbc. plantarum D2
byla hodnota CPM 7,41 log KTJ/g.
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Obrazek 6. Zavislost celkového poctu mikroorganizmt v pribéhu zrani syra

Obsah mlécnych kokl je zobrazen na Obrazku 7. U kontrolni, byl po celou dobu zréani, az
do 6. mésice zaznamenan rust mléénych kokl, kromé 84. dne zrani. U této SarZe, byl pocet
mlécnych koka 14. den zrani na hodnoté 8,81 log KTJ/g a 6. mésic zrani na hodnoté 9,06

log KTJ/g. K poklesu na hodnotu 8,95 log KTJ/g doslo 84. den zrani.

U Sarze s degradérem Lbc. casei D1 pocet mléénych kokt 14. den zrani byl na hodnoté 8,77
log KTJ/g a od této doby zacal pocet klesat az do 6. mésice zrani, kde pocet mléénych kokii
byl na hodnot¢ 8,20 log KTJ/g. Pocet kolonii mlé¢nych koki, byl od 28. dne zrani ze vSech

cv w7

kokti, byl na hodnoté¢ 8,78 log KTJ/g.

Sarze s degradérem Lbc casei D2, kromé 14. dne zrani, kde byl poéet mléénych koki na
hodnot¢ 8,73 log KTJ/g, dosahovala nejvyssich hodnot po¢tu mléénych koki. Riist mléc-
nych koki, byl zaznamenan az do 56. dne zrani, kde se dosahlo hodnoty 9,62 log KTJ/g a
od tohoto dne obsah klesal, az do 6 mésice, kde byl pocet mléénych kokl na hodnoté 9,19
log KTJ/g.

cv v

kolonii mlécnych kokl a hodnota byla 8,57 log KTJ/g. Obsah mlé¢nych koku se zvySoval

pouze do 28. dne zrani, kde byl pocet kolonii mléénych kokii na druhé nejvyssi hodnoté 9,27
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log KTJ/g. Od tohoto dne, byl zaznamenan pokles az do 6. mésice zrani, kde byl pocet mléc-

Cv v

U Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2, byl poCet mlécnych kokti 14. den zrani na hodnoté
8,62 log KTJ/g a také se zvySoval pouze do 28. dne zrani, kde byl pocet 8,72 log KTJ/g. Od
tohoto dne, zde pocet kolonii také klesal, az do konce zrani, kde byl pocet mlécnych kokt

na hodnoté 8,23 log KTJ/g.
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Obrazek 7. Zavislost mléénych kokl v prib&hu zrani syri

Obsah laktobacild je zndzornén na Obrazku 8. a z grafu je viditelné, ze u n€kterych Sarzi byl
narist laktobacilli pouze do 28. dne zréni a u né€kterych do 56. dne zrani. U kontrolni SarZe,
byl 14. den zrani obsah laktobacilli 8,34 log KTJ/g a obsah laktobacilli stoupal az do 56. dne
zrani, kde byla hodnota 9,30 log KTJ/g. Po tomto dni, zaCaly pocty laktobacili klesat a 6.
mésic zrani, byly na hodnoté¢ 7,00 log KTJ/g.

U Sarze s degradérem Lbc. casei D1, byla 14. den zrani zaznamenana nejnizsi hodnota ob-
sahu laktobacill ze vSech Sarzi a hodnota zde byla 7,90 log KTJ/g. Obsah laktobacilii u této
Sarze stoupal pouze do 28. dne zrani a hodnot zde dosahovala 8,99 log KTJ/g. Obsah lakto-

bacilt se snizoval az do 6. mésice zrani, kde byla zaznamenana hodnota 7,00 log KTJ/g.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Sarze s degradérem Lbc. casei D2 méla pocet kolonii laktobacilti 14. den zrani na hodnot
8,88 log KTJ/g a obsah vzriistal az do 56. dne zréani, kde byla ze vSech Sarzi syrt zjisténa

nejvyssi hodnota poctu laktobacila a to 9,95 log KTJ/g. Pokles byl zaznamenan az do 6.

v

log KTJ/g.

U Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1, byl pocet laktobacilii 14. den zrani na hodnoté
8,30 log KTJ/g a nejvyssi byl 28. den zrani, kde byl zjist€n pocet 9,30 log KTJ/g. Pokles
laktobacilt byl zaznamenan az do 6. mésice zrani, kde se zjistil pocet laktobacilti na hodnoté

6,70 log KTJ/g.

U posledni Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2 dosahovala tato Sarze 14. den zrani 9,26
log KTJ/g laktobacill. 28. den zrani doslo u této Sarze k poklesu laktobacill a 56. den zrani
se pocet laktobacilii dostal na hodnotu 9,51 log KTJ/g. 84. den a 6. mé&sic, byl u této Sarze

nulovy nartst laktobacila.
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Obrazek 8. Zavislost laktobacili v prabéhu zrani syra

Pocet enterokoki je zobrazen na Obrazku 9. Z grafu je patrné, Ze se pocet enterokokll téméef

po celou dobu znani a skoro vSech Sarzi drzel okolo hodnoty 8 - 9 log KTJ/g. U kontrolni

Sarze, se pocet enterokokti 14. a 28. den zrani drZel v pfiblizné stejnych hodnotach a to okolo
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8,85 log KTJ/g, ale 56. den zrani doslo k nartistu poctu enterokokli na nejvyssi hodnotu ze
vSech Sarzi a to na 9,67 log KTJ/g. Od tohoto dne byl zaznamenén pokles enterokokt az do

6. mésice, kde byla zjisténa hodnota 8,93 log KTJ/g.

U Sarze s degradérem Lbc. casei D1, byl pocet enterokokt 14. den zrani na hodnot¢ 8,65 log
KTJ/g. 28. den zrani doslo k nartistu po¢tu enterokokti na hodnotu 8,90 log KTJ/g a poté byl
8,19 log KTJ/g. Od 56. dne zrani byl zaznamenan opétovny narist enterokokli na hodnotu

8,76 log KTJ/g, které byla zjisténa 6. mésic zrani.

U Sarze Lbc. casei D2, byl zaznamenan podobny rustovy trend enterokokt, jako u predchozi
Sarze a konkrétn¢ 14. den zrani, byl pocet enterokoki na hodnoté 8,91 log KTJ/g a hodnota
rostla do 28. dne zrani, kde byla zji§téna hodnota 9,45 log KTJ/g. Pfi dal§$im méteni v 56.
den zréani, byl zaznamenan pokles poctu enterokokt na hodnotu 8,48 log KTJ/g. Dal$i mé-
fenim bylo zjisténo, ze se pocet enterokokt zacal opét navySovat na hodnotu 9,33 log KTJ/g,

ktera byla namétena 6. mésic zrani.
Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1, byl pocet enterokokli 14. den zrani ze vSech Sarzi

rokokl dosahl hodnoty 9,01 log KTJ/g. Hodnota poté poklesla 84. den zrani, kde byl pocet
enterokokti na hodnot¢ 8,73 log KTJ/g.

U posledni Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2, byl pocet enterokokl 14. den zrani na
hodnoté 8,80 log KTJ/g a mél rostouci charakter, azZ do 56. dne zrani, kde byl pocet entero-
kokt na hodnoté 9,34 log KTJ/g. Poté byl u enterokoklt zaznamenan pokles az do 6. mésice

zrani, kde byla zaznamenan nejnizsi pocet ze vSech Sarzi a to konkrétné 7,00 log KTJ/g.
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Obrazek 9. Zavislost enterokokil v pritbéhu zrani syrt

5.2 Zakladni chemicka analyza

5.2.1 Stanoveni pH

Bé&hem 84 dnii zrani byl sledovan vyvoj pH a tyto vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 10.
Z grafu je patrné, Ze pH u vSech SarZi, mélo spiSe klesajici charakter. U kontrolni SarZe, byla
hodnota pH nejvyssi 1. den zrani 5,28. 14. den zrani klesla na hodnotu 5,17 a od tohoto dne
opét vzristala, az na hodnotu pH 5,25. Sarze s degradérem Lbc. casei D1 méla 1. den zrani
nejvyssi hodnotu pH a to 5,45 a poté se drzela v priméru u hodnoty pH 5,22 az na 56. den
zrani, kde hodnota pH poklesla na 5,16. Sarze s degradérem BA Lbc. casei D2 méla podobny
prabeh jako Sarze s degradérem Lbc. casei D1, jenom hodnota pH 1. den zrani dosahovala
5,58 a 56. den pH pokleslo na 5,02. Sarze s pouzitym degradérem Lbc. plantarum D1 méla
ze vSech Sarzi 1. den nejvyssi hodnotu pH a dosahovala hodnoty 5,85 a ostatni dny se kromé
56. dne, kde byla hodnota pH 5,05 drzela v praméru okolo 5,18. Sarze s degradérem Lbc.
plantarum D2 méla 1. den zrani hodnotu pH 5,46 a v pritbehu zrani doslo ke snizovani a
opctovnému zvySovani pH. Posledni den zrani pH syru skoncilo na hodnoté 5,08. Zmény

pH v syru mohou byt zptisobeny prib¢hem zrani v matrici.
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Obrazek 10. Zavislost zmény pH v Sarzich syra v prubéhu zrani

5.2.2 Stanoveni obsahu suSiny

Vysledky z méfeni obsahu suSiny v syru v pribéhu 84. denniho zrani jsou znazornény na
Obrazku 11. V grafu je vidéet, ze obsah suSiny v prabchu zrani u vSech Sarzi syrt spise na-
rustal kromé SarZe syru s degradérem Lbc. plantarum D2, kde suSina v dobé€ zrani klesla. U
kontrolni Sarze byl obsah suSiny 1. den zrani 51,7 %. Posledni 84. den zrani obsah suSiny
vzrostl o necelé 3 % U Sarze syru s pouzitym degradérem BA Lbc. casei D1 byla suSina 1.
den zrani na hodnot¢ 49,6 %. V prubéhu zrani do 84. den suSina vrostla o necelé 3%. Od-
chylka v obsahu su$iny byla zaznamenana 14. den zrani, kde susina méla hodnotu 52,9 %.
V ptipad¢ Sarze syru s degradérem BA Lbc. casei D2 byl obsah suSiny 1. den zrani na hod-
noté 50 %. Obsah suSiny mirné rostl az do 28. dne zrani, kde byla zaznamenana hodnota
vys$8io 2,5 %. Po 56 dnech zrani suSina mirn€ poklesla. Posledni den zrani obsah suSiny opét
mirné vzrostl na hodnotu 0,2 %. SarZe syru s degradérem BA Lbc. plantarum D1 méla obsah
susiny 1. den zrani na hodnoté 52,7 %. V pribchu zrani susina rostla a 84. den zrani byla
hodnota vyssi 0 0,7 %. Odchylka byla zaznamendna 14. den zrani, kde suSina méla hodnotu
52,7 %. U posledni SarZe s pouzitym degradérem BA Lbc. plantarum D2 byl obsah suSiny
1. den zréni na hodnoté 51,5 % a klesal az do 56. dne zrani, kde byla hodnota nizsi o 2,2 %.
Posledni 84. den zrani obsah suSiny vzrostl na hodnotu 50,6 %. Cilem bylo vytvofit stejné
podminky ve vSech syrech s minimalnimi odchylkami, coz bylo u obsahu suSiny splnéno a

odchylky zde byly maximalné o 3 % jiné.
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Obrazek 11. Zavislost zmény obsahu susiny v prubéhu zrani u riznych Sarzi syrt

5.2.3 Stanoveni obsahu tuku v suSiné

Bé&hem 84. dnli zrani se u syrit mé&fil obsah tuku v susiné a tyto vysledky jsou zobrazeny na
Obrazku 12. V grafu je vidét, Ze obsah tuku v su$in€ v pribehu zrani klesal témét u vSech
Sarzi syri kromé Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2, kde obsah tuku v susiné rostl. U
kontrolni Sarze byl obsah tuku v susin€ 1. den zrani na hodnote 49 %. Ve 28. dnu zrani obsah
tuku v susiné mirné€ vzrostl o 2,5 % a s postupnou dobou zrani tuk v susin€ lehce klesal.
Posledni 84. den zrani byl obsah tuku v suSin€ u této Sarze na hodnoté 46,5 %. U Sarze syru
s degradérem Lbc. casei D1 byla hodnota tuku v susiné 1. den zrani 51,1 %. V pribchu zrani
tuk v susin€ lehce klesal a u této Sarze byla hodnota tuku v susin€ 84. den zréni na 47,8 %.
U Sarze syru s pouzitym degradérem Lbc. casei D2, byl 1. den obsah tuku v su$iné na 49,7
%. Poté 28. den zrani hodnota nepatrné vzrostla o 0,6 %. 56. den zrani obsah tuku v susiné
u této Sarze mirné poklesl na 47,1 %. Po tomto dni byl opét zaznamenan mirny nartst tuku
v susing. U sarze syru s degradérem Lbc. plantarum D1 byl obsah tuku v susin€ 1. den zrani
51 %. V dob¢ zrani tuk v susin¢ lehce klesal a posledni 84. den zrani byla hodnota niz$i o
2,5 %. U posledni Sarze syru s degradérem Lbc. plantarum D2 hodnota obsahu tuku v susiné
1. den zrani byla 48,2 %. Mirny pokles 0 0,5 % byl zaznamenan 14. den zréni a od této doby

tuk v susiné opét lehce rostl. Posledni 84. den zrani byla u této Sarze zaznamendna hodnota
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50 %. Obsah tuku v susiné se v pribéhu zrani ménil jen nepatrné a tak byly v syrech s riiz-

nymi mikroorganizmy nastaveny stejné podminky pro rust téchto mikroorganizmu.
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Obrazek 12. Zavislost zmény obsahu tuku v susiné v pribéhu zrani na

danych SarZich syrt

5.2.4 Stanoveni obsahu soli

Obsah soli v syru byl stanoven od 14. dne do 84. dne zrani a vysledky jsou zobrazeny na
Obrazku 13. Z grafu je patrné, ze se obsah soli v syrech v pribéhu zrani zménil prakticky
jen minimalné a nejvyssi zména obsahu soli byla zaznamenana o 0,5 %. Takto nevyrazné
zmény by neméli mit dopad na rlst ¢i omezeni ristu mikroorganizmi v syrech, jejich tvr-

dost, apod.
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Obrazek 13. Zavislost zmény obsahu soli na Sarzich syra v prub¢hu zrani

5.3 Stanoveni obsahu biogennich amint

V priibéhu 56. denniho zrani byl u syrt sledovan obsah biogennich aminli. Zamérem bylo je
sledovat po celou dobu experimentu, tedy az do 6. mésice zrani, ale z divodu omezeného
pfistupu do laboratofi, kviili zamezeni §iteni Covid-19 byl obsah BA analyzovan pouze do
56. dne zrani. Mezi stanovené biogenni aminy patii fenyethylamin, putrescin, kadaverin,

spermin a tyramin. Tyto hodnoty jsou zobrazeny na Obrazcich 14 - 19.

Z grafu celkového obsahu biogennich amint, ktery je zndzornén na Obrazku 14. je patrné,
ze kontrolni Sarze dosahovala od zacatku az do konce nejvyssich hodnot. U kontrolni Sarze
byla nejvyssi hodnota 1. den zrani a obsah biogennich amina byl zde na hodnoté 182,2
mg/kg. U SarZe s degradérem Lbc. casei D1 byl obsah BA 1. den zrani o néco niZsi a hodnota
byla 149,9 mg/kg. U Sarze s degradérem Lbc. casei D2 byl obsah biogennich amint 1. den
biogennich aminii a obsahovala 105,5 mg/kg. Posledni Sarze s degradérem Lbc. plantarum
D2 obsahovala 1. den zrani 130,1 mg/kg biogennich aminti. 14. a 28. den se obsah biogen-
nich amint stale zvySoval a Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1 dosahovala do 28. dne
vSech pouzitych degradérti BA. Posledni 56. den zréni byl u kontrolni Sarze naméien obsah

606,9 mg/kg biogennich amint, coz je téméi trojnasobné vyssi koncentrace, nez prvni den
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zrani. Sarze s degradérem Lbc. casei D1, méla 56. den zrani vy3si obsah biogennich amint
0 347 mg/kg. Sarze syru s degradérem Lbc. casei D2 méla 56. den zrani zvy$eny obsah bio-
gennich amint o 349,6 mg/kg. Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1 uZ nedosahovala nej-
nizs$iho obsahu biogennich amint ze vSech Sarzi a mnozstvi BA posledni den zrani byl vyssi
0 341,6 mg/kg. Posledni Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2 méla ze vSech Sarzi posledni
pouze 286 mg/kg. Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2 méla ze viech Sarzi s degradéry
spolu s pouzitym producentem, nejvyssi schopnost degradovat biogenni aminy, ale to az 56.
den zrani. Dale to byl pouzity degradér v Sarzi Lbc. plantarum D1, Lbc. casei D1 a Lbc.

casei D2.
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Obrazek 14. Zavislost zmény celkového obsahu biogennich amini v prubéhu zrani syra

Na Obréazku 15. je znazornén obsah fenyethylaminu ve vSech modelovych Sarzich syri.
Z grafu je patrné, ze nejvyssiho obsahu fenyethylaminu v dobé zrani vykazovala kontrolni
Sarze, ktera dosahla 56. den zrani hodnoty 99 mg/kg. Sarze s degradérem Lbc. plantarum
D2, jako jedina vykazovala pokles fenyethylaminu od 1. dne zrani az do konce zraci doby.

Dokazala snizit obsah fenylethylaminu z hodnoty 24,6 mg/kg, ktera byla naméfena 1. den

v
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Sarzi v prubéhu zrani, kromé 1. dne zrani, kde dosahovala 2. nejvyssi hodnoty fenyethyla-
minu. SarZe s degradérem Lbc. casei D1 méla 1. den zrani hodnotu fenylethylaminu 20,2
obsah fenyethylaminu ze vSech ostatnich Sarzi. U Sarze s degradérem Lbc. casei D2, byl 1.

den zrani obsah fenylethylaminu na hodnot¢ 20,8 mg/kg a posledni 56. den zrani se obsah

fv v

cvwr

hodnota byla 16,4 mg/kg. 56. den zrani tato SarZe dosahovala druhé nejvyssi hodnoty feny-
lethylaminu ze v§ech $arzi syrii a obsah se zvysil o 73,5 mg/kg. Zadna z modelovych $arzi

syri nepiekrocila v pribéhu zrani hranici 100 mg/kg fenyethylaminu.
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Obrazek 15. Zavislost obsahu fenylethylaminu v pribéhu zrani syrt

Na Obrazku 16. je zndzornén obsah putrescinu v Sarzich syrt. Kontrolni SarZe méla nejvyssi
obsah putrescinu po celou dobu zréni. V 1. dnu zrani tato Sarze obsahovala 28,3 mg/kg pu-
trescinu a 56. den zrani se obsah zvysil o 17,3 mg/kg, coz je 1,5 x vyssi nez na zacatku.
Sarze s degradérem Lbc. casei D1 méla 1. den zrani obsah putrescinu na hodnoté 14,9 mg/kg
a obsah vzrustal az do 28. dne zrani, kde byla zjisténa hodnota 26,8 mg/kg. V 56. dnu zrani
byl u této Sarze zaznamendan pokles putrescinu na hodnotu 24,6 mg/kg. U Sarze s degradérem

Lbc. casei D2 byl obsah putrescinu 1. den zrani na hodnoté 19,9 mg/kg a poté zacal obsah
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putrescinu klesat az do 28. dne zrani, kde poklesl o 10,7 mg/kg od zacatku zrani. V 56. dnu
zrani doSlo k nérGstu putrescinu na hodnotu 17,4 mg/kg, coz je témét dvojnasobné zvyseni
od 28. dne zréni. U Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1 byla hladina putrescinu 1. den
zrani na hodnoté¢ 11,9 mg/kg. U této Sarze obsah putrescinu vzriistal po celou dobu zrani
kromé¢ 14. dne, kde byl zaznamenan mirny pokles putrescinu na hodnotu 7,2 mg/kg. V 56.
dnu zrani byla zméfena hladina putrescinu na hodnot& 25,6 mg/kg. Sarze s degradérem Lbc.
plantarum D2 dosahovala po celou dobu zrani druhého nejvyssiho obsahu putrescinu ze
vSech Sarzi a 1. den zrdni byla tato hladin€ na hodnoté 24,6 mg/kg a v 56. dnu zrani se hladina
putrescinu zvedla o 19,2 mg/kg. VSechny Sarze zustaly pod hranici 100 mg/kg a narst to-
hoto biogenniho aminu v pribéhu zrani nebyl u nékterych Sarzi az tak vyrazny. Nejlepsi

schopnost degradace putrescinu prokdzala Sarze s degradérem Lbc. casei D2.
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Obrazek 16. Zavislost obsahu putrescinu v priibéhu zrani syra

Na obrazku 17. je zobrazen obsah kadaverinu ve vSech Sarzich syrti v pribéhu zrani. Z grafu
hladin¢ a nejvysSich obsahli opét dosahovala kontrolni Sarze. U této Sarze byl 1. den zrani
obsah kadaverinu na hodnot¢ 6,4 mg/kg a 56. den zrani byl obsah kadaverinu dvakrat vyssi
a to konkrétné o 6,7 mg/kg. U Sarze s degradérem Lbc. casei D1 se obsah kadaverinu 1. den

zrani zjistil na hodnoté 5 mg/kg a posledni den zrani to byla hodnota vyssi o 5,6 mg/kg. U
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této Sarze kadaverin dosahoval druhé nejvyssi hodnoty kromé 14. dne zrani. Sarze s degra-
dérem Lbc. casei D2 méla hodnotu kadaverinu 3,9 mg/kg 1. den zrdni a nejvyssi hodnoty
dosahla 14. den zrani, kde byla zjisténa hodnota 9,2 mg/kg. Poté obsah kadaverinu této Sarze
mg/kg. U Sarze s degradérem BA Lbc. plantarum D1 byla obsah kadaverinu 1. den zréni na
hodnot¢ 2,8 mg/ kg a nejvyssi hodnota byla zmétena 14. den zrani, kde obsah kadaverinu
dosahl hodnoty 6,4 mg/kg. Od tohoto dne hladina kadaverinu mirn¢ klesala az do 56. dne
zrani, kde byla naméfena hodnota 4 mg/kg. Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2 mél po-
dobny trend v pribéhu méieni kadaverinu jako Sarze Lbc. casei D2. U této Sarze byl zjistény
obsah kadaverinu na hodnot¢ 3,2 mg/kg a nejvyssiho obsahu se také dosahlo 14. den zrani,
byla zjisténa 28 den zrani a to konkrétné 6,2 mg/kg. Tento biogenni amin byl nejlépe degra-
dovan Sarzi s degradérem Lbc. plantarum D1, protoze posledni den zrani vykazovala nej-

niz§i hodnoty. Déle to byla Sarze s degradérem Lbc. casei D2.
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Obrazek 17. Zavislost obsahu kadaverinu v pritbé¢hu zrani syrt

Na Obrazku 18. je znadzornén obsah sperminu v modelovych Sarzich syrt. Z grafu je patrné,
Ze obsah sperminu v pritbéhu zrani u vétsiny Sarzi spise klesal. Nejvyssiho obsahu sperminu

dosahovala kontrolni Sarze a 1. den zrani u ni byla zjiS§téna hodnota sperminu 62,3 mg/kg.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Nejvyssiho obsahu tato Sarze dosahla 14. den zrani, kde byla zjiSténa hodnota 74,7 mg/ kg.
Po tomto méfeni zacal obsah sperminu klesat a skon¢il na hodnoté€ 65,4 mg/kg 56. den zrani.
U Sarze s degradérem BA Lbc. casei D1 byl obsah sperminu 1. den zrani, také na hodnoté
62,3 mg/kg. Po této dobé byl zaznamenan velky pokles a v 56. dnu zrani byla naméfena
hodnota nizsi o 38,3 mg/kg. U Sarze s degradérem Lbc. casei D2 byl 1. den zrani zjistén
obsah sperminu na hodnoté 32,5 mg/kg a 56. den zrani hladina sperminu klesla o 10,1 mg/kg.
Tato Sarze jest¢ dosahovala 14. a 28. den zrani nejnizsich hodnot sperminu ze vSech Sarzi
syri. Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1 dosahovala podobnych hodnot obsahu sper-
minu jako piedchozi Sarze, ale nejniz§i hodnoty sperminu ze vSech Sarzi dosdhla v 1. a 56.
dnu zrani. U Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2 byl naméfen druhy nejvyssi obsah sper-
minu ze vSech Sarzi v pribéhu zrani. V 1. dnu zrani tato Sarze doséhla hladiny sperminu 51,9
mg/kg a nejvyssi hodnota byla zaznamenana 14. den zrani a to konkrétné 67,2 mg/kg. Od
tohoto méteni byl zaznamenan pokles sperminu a 56. den zrani byla hodnota sperminu 64,0
mg/kg. Spermin nejlépe degradovala Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1, u které byl
posledni den zrani zaznamenan nejnizsi obsah tohoto biogenniho aminu. Nejvyssi pokles byl
zaznamenan u Sarze s degradérem Lbc. casei D1 a to o 38,4 mg/kg ve 28 dnu zrani. U kon-
trolni Sarze, kde byl pouzit pouze producent BA bez pouziti degradéra, byl také zaznamenan

nepatrny pokles sperminu v prubéhu zrani.
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Obrazek 18. Zavislost obsahu sperminu v prubéhu zrani syrt
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Na Obrazku 19. je zndzornén obsah tyraminu ve vSech modelovych Sarzich syrt a z tohoto
grafu je patrné, Ze tyramin byl nejvice zastoupenym biogennim aminem ze vSech zjisténych
biogennich amint. V priib¢hu zrani se obsah biogennich aminii u Sarzi zvysil t€éméef osmina-
sobné. Kontrolni Sarze dosahovala nejvyssiho obsahu tyraminu, téméf po celou dobu zrani
kromé¢ 28. dne zréani, kde nejvyssiho obsahu dosahla sarze s degradérem Lbc. casei D1. Kon-
trolni Sarze 1. den zrdni dosahovala obsahu tyraminu 55,5 mg/kg a posledni den zrani byl
obsah tyraminu vyssi o 328,3mg/kg. U Sarze s degradérem BA Lbc. casei D1 byl obsah ty-
raminu 1. den zréni na hodnoté 47,5 mg/kg a posledni den zrani se obsah zvysil o 303,3
mg/kg. Sarze s degradérem Lbc. casei D2 dosahovala hodnoty tyraminu 1. den zrani 55,4
mg/kg a 56. den zrani hodnota obsahu tyraminu vzrostla o 306,4 mg/kg. U Sarze s degradé-
rem Lbc. plantarum D1 byl obsah tyraminu 1. den zrani na hodnoté¢ 42,8 mg/kg a 56. den
zrani obsah tyraminu vzrostl o 263,2 mg/kg. Posledni Sarze s degradérem Lbc. plantarum
D2, dosahovala nejnizsi hodnoty tyraminu téméf po celou dobu zrani kromé 28. dne zrani,
obsah tyraminu 1. den zradni na hodnoté 26 mg/kg a v 56. dnu zrani se obsah tyraminu zvysil
0 259,5 mg/kg. Obsah tohoto biogenniho aminu se pod bezpecnou hladinou 100 mg/kg pro
¢lovéka drzel pouze do 14. dne zrani a od tohoto dne se obsah tyraminu vyznamné zvysil

nad bezpecnou hranici u vSech Sarzi.
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Obrazek 18. Zavislost obsahu tyraminu v prubéhu zrani syra
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5.4 Texturni profilova analyza

Béhem 84. dnti zrani byla u vyrobenych syrti provedena texturni profilova analyza. Tvrdost
syra byla vyjadiena jako maximalni sila (), ktera byla pouzita pro stlaceni méfeného vzorku
0 25 % jeho piivodni vysky. Tyto vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 20. U kontrolni Sarze
byl zaznamenan rust tvrdosti. 1. den zrani tvrdost dosahovala 42 N a posledni 84. den zrani
byla tvrdost na hodnoté 66 N. U Sarze D1 s degradérem Lbc. casei tvrdost také vzrustala, ale
mela o néco mélo nizsi tvrdost nez kontrolni Sarze. 1. den zrani byla tvrdost u této Sarze syru
37 N a posledni 84. den zrani byla tvrdost 57 N. U Sarze D2 s pouzitym degradérem Lbc.
casei tvrdost klesala. 1. den byla tvrdost u této Sarze 52 N a klesala az do 28. dne k 36 N.
Poté zacala tvrdost opét stoupat a 84. den byla tvrdost na hodnoté 44 N. U Sarze s degradérem
Lbc. plantarum D1 tvrdost stoupala a 1. den zrani byla na hodnoté 42 N. 28. den zrani se
tvrdost dostala na 47 N a po tomto dni tvrdost mirné poklesla na 41 N. Posledni 84. den
zrani, tvrdost opét nepatrné narostla na 43 N. U posledni Sarze s D2 s degradérem Lbc. plan-
tarum tvrdost také stoupala a 1. den zrani méla hodnotu 42 N. 28. den zréani, byl zaznamenan
pokles tvrdosti. Nejvyssi tvrdosti dosdhla tato Sarze 56. den zrani a to hodnoty 57 N. 84. den

zrani byla tvrdost niz§i o 1 N.
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Obrazek 20. Zavislost zmény tvrdosti v syrech v pribéhu zrani
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5.5 Souhrnna diskuze

V pribéhu 84. denniho zrani holandskych syrt typu gouda byl proveden mikrobiologicky
rozbor, fada chemickych analyz, texturni profilova analyza, stanoven byl také obsah biogen-
nich amint. VSechny vyrobené modelové Sarze syrt byly ponechany zrat ve zraci komote

pfi teplote 10 =2 °C.

Z mikrobiologické analyzy bylo zjisténo, ze se celkovy pocet mikroorganizmii téméi u vSech
Sarzi zvySoval do 56. dne zrani, a pak jejich pocet postupné klesal s prodluzujici se dobou
zrani.

Na zrani syrt maji vliv starterové (zakysové) mikroorganizmy, ale také non-starterové (ne-
zakysové) mikroorganizmy. Pro vyrobu syri se jako zdkladni kultura vyuziva kultura sme-
tanova, kterd zahrnuje bakterie mlééného kvaseni — laktokoky, ptip. leukonostoky a primarni
funkci této kultury je produkce kyseliny mlééné béhem vyroby syrt, pro snizeni pH mléka
na dostatecnou uroven. Také pfispivaji ke zrani syrd, protoze enzymy téchto bakterii se po-
dileji na proteolyze, limitované lipolyze a pteméné aminokyselin na aromatické slouceniny.
Nestarterové bakterie (NSLAB) se do syru nepfidavaji zamérmné (nezakysové mikroorga-
nizmy) a pochazeji ze syrového mléka nebo z vyrobniho prosttedi. Tyto mikroorganizmy
mohou ovlivilovat napft. vyslednou chut’ syru, ale souc¢asné¢ mohou nékteré z nich produkovat
také nezadouci slou€eniny jako napft. biogenni aminy [58]. Z naméfenych hodnot bylo zjis-
téno, ze pocet mlécnych koki, kam lze zatadit skupinu laktokoki, se u kontrolni SarZe po
celou dobu zrani zvySoval az do 84. den, kde doslo k mirnému poklesu poctu laktokokd. U
Sarze Lbc. casei D1 se obsah mlécnych kokii naopak snizoval do 56. dne a 84. den zrani
doslo k malému zvyseni jejich poétu. Sarze Lbc. casei D2 méla nartist mléénych kokt az do
56. dne zrani a od tohoto stanoveni se jejich podet snizoval az do konce zrani. Sarze Lbc.
plantarum D1 a D2 mély podobny prubéh ristu mlécnych koki. Jejich pocet se zvySoval do
28. dne zrani a poté uz se jenom snizovaly, ale Lbc. plantarum D1 méla po celou dobu vyssi
pocet mléénych kokt, nez Lbc. plantarum D2. Ze vSech Sarzi méla Sarze Lbc. casei D2 nej-
vyssi obsah mlécnych kokl a kontrolni Sarze dosahovala druhého nejvyssiho poctu mléc-
nych kokt. Z analyzy téchto mikroorganizmii bylo zjisténo, ze s prodluzujici se dobou zrani
dochazi ke snizovani poctu bakterii mlééného kvaseni, coz je v souladu s tvrznim Foxe a

kol. [49], ktery piSe, ze v dobé zrani dochazi k lyzi startérovych mikroorganizmu [49]. Bu-
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nécnd 1yza a nasledné uvoliovani intracelularnich enzymi, zejména peptidaz a enzymu de-
gradujici aminokyseliny, dostava zna¢nou pozornost, jako dilezity aspekt vyvoje chuti v sy-

rech [58].

Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum a mnoha dalSich patii mezi nestarterové
BMK, ale v nasem piipad¢ byly vybrané kmeny do syru pfidany zdmérn¢ jako doplikova
kultura [58]. U analyzy laktobacili bylo zjisténo, ze kontrolni Sarze méla zvysujici se pocet
laktobacilt az do 56. dne zrani syru a poté dochazelo ke snizovéani poctu laktobacilt az do
konce zrani. Stejny pribéh méla i Sarze Lbc. casei D2. U Sarze Lbc. casei D1, byl zazname-
nan rast laktobacili pouze do 28. dne zrani a pak dochéazelo k jejich snizovani. Totéz bylo
zaznamenano i u Sarze Lbc. plantarum D1. V ptipadé Sarze Lbc. plantarum D2 byly lakto-
bacily stanoveny pouze do 56. dne zrani a od této chvile jiz nebyl zaznamenan jejich rist.
Ve 28. dnu zrani bylo z vysledkl zjiSténo, Ze nejvyssi obsah laktobacilti v tomto dnu ma
Sarze Lbc. casei D2 a po 28. dnu zrani to byla kontrolni Sarze. Snizovani laktobacilli bylo
58]. Heterofermentativni laktobacily mohou pfeZit Setrnou pasteraci a v mnoha polotvrdych
syrech se vyskytuji v po¢tu 10 CFU/g. Jejich optimalni rist je pfi pH 5,5-6,2. Nicméng
aktivita laktobacilii a enterokokli nebyvaji vyznamné ovlivitovany v syrech béznym rozsa-
hem pH, obsahem soli a vlhkosti. Jejich pocet vétSinou ovliviiuje teplota zrani. Nestarterové
laktobacily maji generacni dobu pfiblizné 8,5 dne v syru zrajicim pii 6 °C a Zivotaschopné
bunky lze ziskat i ze syru, ktery byl skladovan pti 10 °C po dobu 3 let. Rychlé ochlazeni a
zrani syrt pii nizkych teplotach snizuje rychlost jejich ristu [58]. Presto 1ze konstatovat, Ze

se mohou vyraznou mérou podilet na procesech béhem zrani syrt.

Enterokoky byly v syrech také nalezeny a byly stanoveny na agaru Slanetz Bartley. Burdy-
chova a kol. [51] i s ostatnimi autory potvrdily, Ze nejcastéji se vyskytujicimi enterokoky
v potravinach jsou Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans a E. casseliflavus a vysky-
tuji se také v mléce. Mnoho z téchto druhli pfezije i pasteraci. Tyto bakterie jsou schopné
produkovat tyramin a proto je jejich vyskyt v syru béhem zrani nezadouci. Pfi vyrob¢ syra
a zrani se doporucuje ptisné dodrzovani hygienickych podminek, aby se snizil jejich pocet
[51]. Béhem vyroby syrd, tak mohlo dojit k vyznamnému nartistu bakterii mlééného kvasenti,
jako jsou Enterococcus spp., Enterococcus faecalis. Vysoky obsah mohl byt i zplisobeny pfi

mikrobiologické analyze z diivodu sekundarni kontaminace.
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Co se tyce Enterococcus spp., i pies omezené pouziti téchto mikroorganizmd, jako indika-
tord fekalni kontaminace, jejich vysoky pocet v potravinach naznacuje nedostatecné hygie-
nické postupy nebo vystaveni potravin podminkam, které umoznovaly mnozeni nezadoucich
mikroorganizmu. Pfitomnost Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium v analyzova-
nych vzorcich syrt je varovanim pied podminkami nedostate¢né hygieny pii vyrob¢ téchto
produkci biogennich amint. Toto je potvrzeno 1 ve studii Gardini a kol (2001) [57], ktery
tvrdi, Ze Enterococcus faecalis se znanou aktivitou dekarboxylazy a pochazejici z mléka
muze zpusobit vyssi obsah biogennich amint jako jsou fenylethylaminu a tyraminu ve vy-

robcich [57].

Ze zékladni chemické analyzy bylo zjiSténo, ze pH se pohybovalo v rozmezi 5,00 az 5,85.
Ve srovnani s 1. dnem zrani byly zaznamenany niz8i hodnoty pH u Sarzi s degradéry. U
téchto modelovych $arzi bylo pozorovano kolisani hodnot pH bez ziejmého trendu. V pii-
padé kontrolni Sarze byl pozorovan mirné rostouci trend v pribéhu zrani do 56. dne. Zvyso-
vani pH mohlo byt zpisobeno proteolyzou, pfi které se mohou tvofit zasadité latky [49].
Nicméné pii zvySeném poctu bakterii rodu Lactobacillus mize dochazet naopak ke sniZeni
pH, protoze tyto mikroorganizmy mohou zptisobovat lipolyzu pomoci intracelularnich lipaz
[49]. Pereira a kol. (2010) [54] potvrdili tvrzeni, které jiz pfed nimi zjistil Drinan a kol.
(1976), ze Lactococcus lactis ssp. lactis dokéze pfeménit laktozu piimo na kyselinu mléc-
nou, ¢imz se také zvySuje produkce kyseliny mlé¢né a rychleji se snizuje pH, neZ u fermen-
tace zprostfedkované nékterymi laktobacily. Pouzité laktobacily jsou zase schopny diky he-
terofermentaci produkovat kyselinu octovou [54]. Aktivita pfidanych laktobacila, tak prav-
dépodobné méla vliv na nejednoznacny vyvoj pH v ptipadé modelovych Sarzi syrt s degra-

déry BA.

Obsah suSiny se u analyzovanych vzorkl v prub¢hu zrani vyznamné nezménil a rozdily
v obsahu suSiny, mezi vzorky byly minimélni. V pribéhu zrani byla odchylka maximalné
do 3 %. Pro aktivitu sledovanych mikroorganizmii, byly tak pocatecni podminky srovna-
telné. Mirné zvySovani obsahu suSiny v prib¢hu zrani u nékterych Sarzi, mohla zplsobit
pouzitd kryovakova folie, ve které byly syry zabaleny po celou dobu zrani. Odpar vody,
ktery zptisobil nariist suSiny, mohl byt zptisoben polopropustnosti této folie. I Fox a kol.
popisuji, ze béhem prvnich par dnl se suSina zvysila kvili odpafovani vody a v pribéhu

zrani nebyly zmény tak velké [49].
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Obsah tuku, se stejné jako u obsahu susiny v analyzovanych vzorcich v prubéhu zrani vy-
razn¢ neménil a dosahoval hodnot 46,5 az 51,5 %. Mirné odchylky v obsahu tuku v susing
mezi vzorky mohly byt zplisobeny pii zpracovavani syfeniny, kde se mohla ¢ast tuku odpla-

wrwe

[48].

Obsah soli se u vSech Sarzi nepatrné zvySoval. V analyzovanych vzorcich syrt byl obsah soli
v rozpéti 1,43 az 1,52 %, coz je pro aktivitu mikroorganizmu zanedbatelné mnozstvi a tak
byly ve vSech Sarzich nastaveny rovnocenné podminky. Ke zméné soli v syrech miize do-
chazet po vysoleni syri ve vodni 1dzni, kdy se na jejich povrchu, zac¢ne tvofit tzv. solny
prstenec, a kde se také nachéazi nejvyssi obsah soli. Pod timto prstencem se koncentrace soli
snizuje smérem dovnitt syru [47]. Stil se béhem zrani prostfednictvim difuze vyrovnava a u

typu holandského syru to trva pfiblizné 4 tydny [47].

Ze zjisténych vysledkt obsahu susiny, tuku v susiné a soli je mozné konstatovat, Ze nasta-
vené podminky prostiednictvim vyroby modelovych Sarzi syri byly srovnatelné mezi jed-

notlivymi vzorky, coz je podstatné pro porovnani u¢inku aktivity sledovanych kment.

Tvrdost syra se zvySovala béhem zrani u vSech Sarzi syrt, kromé SarZe syru Lbc. casei D2,
kde se tvrdost syru snizovala do 28. dne zrani a poté se zase zvySila na podobné hodnoty
jako ve 14. dnu zréni. Nejvyssi tvrdosti posledni 84. den zrani méla Sarze s producentem BA
a nejnizsi ji mély Sarze s degradéry BA Lbc. casei D2 a Lbc. plantarum D1. Se snizujicim
se obsahem tuku tvrdost syrt roste a je to ziejmé& kviili menSimu zastoupeni tukovych kulicek
v proteinové matrici, coz je popsano i v literatuie [45, 46]. Proteolyza kaseinové matrice,
zpusobuje klesajici tvrdost syru [44]. Klesajici tvrdost byla popsana také autory Guinee a
kol. (2000) [56], kde na texturni vlastnosti ma vyznamny dopad proteolyza, ktera zplisobi

oslabeni proteinové matrice.

Pti snaze sniZit obsah biogennich amintl, je mozné pouzit rizné moznosti, které by mohly
zajistit niz8i obsah v potravinach, které jsou fermentované, nebo které obsahuji bilkoviny.
Mezi tyto moznosti jak zajistit snizeni obsahu BA patii spravny vybér startovaci kultury,
které neprodukuji BA, nebo je jsou dokonce schopny degradovat, zvoleni spravné doby a
teploty skladovani, pouziti vysokého hydrostatického tlaku, pouziti sacharidii a vliv pH, po-
uziti soli, pouziti ozafovani, pouziti modifikované atmosféry a vliv kysliku, pouziti aditiv a
dalsi moznosti [27, 28, 33, 35, 38]. Za vznik biogennich aminti mohou hlavné pfitomné mi-

kroorganizmy s dekarboxyldzovou aktivitou. Jejich rlist a vyznamna aktivita jsou zajisStény
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dobrymi podminkami (fyzikalnéchemické faktory, dostupnost substratu a teplota) a dale
koncentraci volnych aminokyseliny, které jsou dekarboxylaci pfeménény na piislusné BA

1, 2].

Snizovani obsahu BA v potravinéch je potifebné, protoze vyssi obsahy v organizmu mohou
u ¢loveka zpusobit zdravotni rizika a v krajnich ptipadech mohou ptisobit az toxicky a zpt-
sobit smrt. V nizkych mnozstvich jsou vSak pro ¢lovéka nepostradatelné a v organizmu mo-
hou byt metabolizovany a ovliviiuji napf. regulaci krevniho tlaku, télesné teploty a jsou takeé

prekurzory pro nékteré nukleové kyseliny nebo hormony [1, 3, 13].

V této diplomové praci bylo snahou posoudit moznost snizeni obsahu biogennich amini
v syrech, pfi pouziti riznych startovacich kultur. Pii vyrobé vSech modelovych Sarzi syrt
byla pouzita kultura s producentem biogennich aminii. Dale byly do jednotlivych modelo-
vych SarZi oddélené pouZity kultury s potencionalni degradac¢ni aktivitou. Obsah biogennich
amint byl stanoven pouze do 56. dne zrani, kviili omezenému piistupu na univerzitni pidu.

Toto opatfeni bylo nafizeno kvili omezeni Sifeni ndkazy Covid-19.

Z analyzy biogennich aminil byly v syrech detekovany biogenni aminy fenylethylamin, pu-
trescin, kadaverin spermin a tyramin. Biogenni aminy histamin, tryptamin a spermidin ne-
byly v modelovych syrech detekovany. V literatuie se uvadi, Ze nejvice zastoupenymi bio-
gennimi aminy v syrech holandského typu je tyramin, tryptamin, fenylethylamin, putrescin
a kadaverin, coz je v souladu s nasimi vysledky [13]. Ze vSech biogennich aminil, m¢l v
obsahil ve vSech SarZich dosahoval tyramin. VSechny zminéné biogenni aminy kromé tyra-
minu, mély po celou dobu zrani obsah do 100 mg/kg, takze byl jejich obsah relativné ptija-
telny a neohrozovaly by zdravi ¢lovéka. Tyramin mél obsah do 100 mg/kg pouze do 14. dne
zrani a poté byly jeho obsahy v syrech mnohonédsobné vyssi a jejich obsah, byl na konci zraci
doby pro ¢lovéka nebezpecny. Je vSak nutné zdiiraznit, Ze vysoké obsahy biogennich aminii
z rozdili obsahiit BA mezi jednotlivymi SarZemi v prubéhu zrani vyvozeny zavéry o schop-

nosti degradace BA pouzitymi degradujicimi kmeny v redlnych podminkach.

Jednotlivé Sarze syrt byly srovnavany s kontrolni Sarzi, kterd obsahovala producenta BA
(Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946) bez pouziti potenciondlniho degradéra
BA. Jednotlivé Sarze s pouzitym potenciondlnim degradérem obsahovali i producenta, jako

kontrolni SarZe a tyto Sarze mély za tikol snizit obsah biogennich amint v syru. U kontrolni
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Sarze syru se predvidalo, ze budou biogenni aminy ve vysokém obsahu z divodu toho, ze
kmen (Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946), ktery byl u této Sarze pouzit, ma
pozitivni dekarboxyldazovou aktivitu a tudiz je schopen vyprodukovat vysoky obsah biogen-
nich amini. Tato SarZe na konci zraci doby dosahovala 606,9 mg/kg v celkovém souctu bi-
ogennich amintl. V analyzovanych syrech na konci experimentu, tj. 56. den, m¢la nejveétsi
schopnost degradovat biogenni aminy Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2 (Lactobacillus
plantarum CCDM 185) a ten dokdzal sniZit obsah biogennich amint v syru o 31,4 % oproti
kontrolni Sarzi, kde byl pouzit pouze producent bez pouziti potenciondlniho degradéra BA.
Rovnézu Sarze s degradérem Lbc. plantarum D1 (Lactobacillus plantarum CCDM 183) byla
pozorovana vysoka schopnost degradace v pribehu zrani, 28. den zrani dokézal snizit obsah
BA 0 27,6 % a 56. den zrani to bylo 0 26,3 %. U SarZe s degradérem Lbc. casei D2 (Lacto-
bacillus casei CCDM 802) se snizeni obsahu biogennich aminli od zacatku zrani podafilo
56. den o 20,6 %. Nejnizsi schopnost snizit obsah biogennich amint ze vSech pouzitych
degradért byla detekovana u Lbc. casei D1 (Lactobacillus casei CCDM 198), kde se obsah
BA od zacatku zrani snizil o 18,1 %. Intenzita produkce BA s vyuzZitym producentem byla
vysoka a z toho diivodu 1ze konstatovat, Ze 1 18% snizeni celkového obsahu BA degradérem
Lbc. casei D1 se povazuje za uspé$né. Komprda (2005) tvrdi, Ze suma biogennich aminta
jako jsou tyramin, kadaverin, putrescin a histamin, by nemély v dané potraviné prekrocit
mnozstvi 900 mg/kg [52, 53]. U vSech Sarzi s pouzZitymi mikroorganizmy s cilem sniZit ob-
sah biogennich amint v syru, bylo piekroceno podle Brinka mnoZstvi, které je jesté pro kon-
zumenta ptijatelné (100 mg/kg) [12]. Vysoké mnozstvi BA vsak bylo ptfedvidatelné, protoze
byl ve vSech Sarzich pouzit 1 producent biogennich aminii za u€elem srovnani intenzity de-
gradace BA pouzitymi kmeny. Vysoké obsahy BA byly o¢ekavany také vzhledem k slozeni
syra a také podminkdm vyroby, protoze byly vytvofeny v celku pfiznivé piedpoklady pro
jejich vznik tj. ptitomnost MO s dekarboxyldzovou aktivitou, vhodné pH, teplota, pfitom-
nost volnych aminokyselin, apod. K nartistajicimu mnozstvi také ptispiva prodluzujici se

doba zrani [59].

Bonczar a kol. [56] posoudili od riznych autorti vyskyt riznych biogennich amint v syrech.
V této literatufe je uvedeno, Ze obsah tyraminu v holandskych syrech byva v rozmezi 0,1 —
670 mg/kg, putrescinu 7 — 20 mg/kg, kadaverinu 17 — 48 mg/kg, fenylethylaminu pod 0,1
mg/kg a obsah sperminu v téchto syrech nebyl uveden [56]. Z naSich vysledkt je obsah pu-

trescinu a tyraminu s literaturou obdobny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

Z poklesu laktobacilil, které jsou zobrazeny na Obrazku 8. v pribéhu zrani (kromé kontrolni
Sarze) lze usoudit, ze doslo v pribéhu zrani také k poklesu BA degradujicich kment (tj.
vSichni zéstupci rodu Lactobacillus), coz se nasledné také projevilo na poklesu intenzity

degradace BA na konci skladovaciho experimentu.

Z obsahu fenylethylaminu bylo zjisténo, Ze nejvyss$i mira degradace tohoto biogenniho
aminu byla zjisténa po celou dobu zrani u Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2, ktery
dokazal snizit obsah BA o 84 % 56. den zrani oproti kontrolni Sarzi, ve které byl pouzit
pouze producent (bez pouziti degradéra BA). Degradér Lbc. casei D2 mél nejvyssi schopnost
degradace 56. den zrani a dokézal snizit obsah fenylethylaminu o 24 %. Degradace byla
pozorovana také u Sarze s degradérem Lbc. casei D1, ktery snizil obsah fenylethylaminu o
17,6 % v 56. den zrani, ale vyssi intenzitu degradace vykazoval 28. den zrani oproti Lbc.
casei D2. U Sarze s degradérem Lbc. casei D2 byl fenyethylamin sniZzen 0 9 % 56. den zréni.

U kontrolni Sarze byl 56. den zrani naméten obsah fenyethylaminu 99 mg/kg.

Obsah putrescinu v modelovém syru, dokazal nejvice snizit pouzity degradér Lbc. casei D2,
ktery 28. den zrani snizil obsah o 71, 2 %. V 56. dni zrani doslo k mirnému sniZeni degra-
daéni aktivity na téméf 62 % oproti kontrole, ve které byl pouZit pouze producent bez pouZziti
degradérem BA. Dale prokazal vysokou miru degradace také degradér Lbc. casei D1, ktery
sniZil obsah putrescinu 56. den zrani o 46 %. Podobnou miru degradace méla také Sarze
s degradérem Lbc. plantarum D1, ktery dokdzal snizit putrescin 56. den zrani o 43,9 %, ale
nejvyssi miru degradace prokéazal 14. den zrani, kde bylo sniZzeni obsahu putrescinu o 74,6
zal snizit 0 3,9 % 56. den zrani. Kontrolni Sarze obsahovala v 56. dnu 45,6 mg/kg putrescinu.
Putrescin, ktery je v potravinach produkovan, miva souvislost s ¢innosti kontaminujicich

mikroorganizmu (vétSinou G-) [59].

Pti zjistovani obsahu kadaverinu v modelovych syrech se zjistilo, Ze nejvétsi schopnost de-
gradovat tento biogenni amin mé degradér Lbc. plantarum D1, ktery dokdzala snizit obsah
kadaverinu v modelovém syru 56. den o 69,5 % oproti kontrolni Sarzi. Dale to byla Sarze
s degradérem Lbc. casei D2, ktery dokazal snizit obsah kadaverinu v syru 56. den o0 59,5 %.
U Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2, byla pozorovana nejvyssi schopnost degradace
degradace kadaverinu na konci zrani prokazal degradér Lbc. casei D1, kde byl obsah sniZzen

0 19,1 %. Kontrolni Sarze obsahovala na konci zraci doby 13,1 mg/kg kadaverinu.
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Obsah sperminu byl po 56. dnech zrani nejvice degradovan v Sarzi s degradérem Lbc. plan-
tarum D1, kde se obsah sperminu snizil o 67 %. O néco malo niz8i degradaci sperminu
prokazal degradér Lbc. casei D2, ktery ho dokazal snizit 56. den zrani o 65,7 %. Dale byl
podobny vysledek degradace u Sarze s degradérem Lbc. casei D1, ktery ho nejlépe dokazal
degradovat 28. den, kdy byl obsah v syru snizen o 65,8 % a 56. den to bylo 0 63,3 %. O 2,1
% snizil spermin v syru 56. den degradér Lbc. plantarum D2, coZ je oproti ostatnim Sarzim
vyrazné niz$i mnozstvi, ale i v tomto ptipadé byla prokazana schopnost degradace. Kontrolni
Sarze, u které byl pouzit pouze producent bez pouziti degradérem BA byl obsah sperminu

56. den zrani 65,4 mg/kg.

Tyramin byl nejvice zastoupenym biogennim aminem v modelovych syrech ze vSech dete-
kovanych BA a dosahoval nejvyssich namétenych hodnot u vSech Sarzi syri. Nejvice tento
biogenni amin dokdzala degradovat Sarze s degradérem Lbc. plantarum D2, kterd tyramin
v syru dokézala snizit 56. den 0 25,6 % oproti kontrolni Sarzi, kde byl pouzit pouze producent
bez pouziti degradéra BA. Dale to byla sarze s degradérem Lbc. plantarum D1, ktera snizila
obsah tyraminu v syru 56. den o 20,3 %, ale vyssi schopnost degradace oproti Lbc. planta-
rum D2 prokézala 28. den zrani. Sarze s degradéry Lbc. plantarum D1 a D2 od 28. dne zrani
vykazovaly vyssi schopnost degradace nez SarZe s degradéry Lbc. casei D1 a D2 (schopnost
degradace tyraminu 56. den pod 10 %). Kontrolni Sarze obsahovala 56. den zrani nejvyssi
obsah tyraminu ze vSech Sarzi a to konkrétné 383,8 mg/kg, coZ bylo u této Sarze predvida-

telné, jelikoZ neobsahuje potencionalniho degradéra BA.

V Sarzich modelovych syrii byly jako potencionélni degradéti pouzity kultury s Lbc. casei a
Lbc. plantarum. Tyto Sarze prokdzaly schopnost degradace biogennich amint v modelovych
syrech. I v ostatnich studiich se prokazalo, ze né&které Lbc. casei a Lbc. plantarum jsou
schopny degradace BA v syrech [35]. Mikroorganizmy pouzité jako potencionalni degradéfi
biogennich aminli vykazovaly niZz8i obsah biogennich aminti a dokézaly je v modelovych
syrech degradovat, oproti kontrolni Sarzi, kterad degradéra biogennich aminti neobsahovala a
tudiz byl obsah biogennich amini u této Sarze nejvyssi. Dal§im vyzkumem redukce obsahti
biogennich amind, tak miiZe byt sniZeno i ohroZeni zdravi konzumenta. Pti dal§im zkoumani
je ptedpoklad, ze kdyz budou pouzity ty nejlepsi kmeny u standartnich vyrobki (bez produ-
centa BA) budou obsahy BA vyrazné nizsi v porovnani se syry, kde nebude pouzita protek-

tivni kultura.
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ZAVER
Diplomova prace, byla zaméiena na moznosti snizeni obsahu biogennich amint v piirodnim

syru typu Gouda v prib¢hu zrani. V teoretické ¢asti byly charakterizovany biogenni aminy,

jejich vliv na ¢lovéka a moznost jejich snizeni.

Prakticka cast diplomové prace byla zaméfena na vyrobu modelovych vzorkl syrt s pouzi-
tim rozdilnych mikroorganizm, které byly schopny jak produkce, tak i degradace biogen-
nich amind. Béhem tfimésicni doby zrani byly odebirany vzorky a byly provaddény jednotlivé
analyzy: mikrobiologicky rozbor, zékladni chemické analyza (stanoveni pH, obsah suSiny,

obsah tuku v su$ing, obsah soli), analyza texturnich vlastnosti a stanoveni biogennich aminti.
Z experimentu byly zjiStény nésledujici poznatky:

e celkovy obsah mikroorganizmi a enterokokli v dobé¢ zrani klesal

e obsah laktobacill a laktokoki se zvySoval ptiblizné do poloviny zraci doby a poté se
obsah téchto mikroorganizm snizoval

e hodnoty pH byly rozdilné na zaklad¢ pouzitych mikroorganizmi v danych Sarzich

e obsah tuku se v dobé& zrani téméf u vSech Sarzi syrt snizoval, ale rozdily nebyly vy-
znamné a byla nepatrné€ ovlivnéna pouze tvrdost syru

e rist obsahu suSiny byl zaznamenan pouze u kontrolni Sarze, u ostatnich Sarzi byl
zaznamenan kolisajici obsah suSiny, ale bez vyznamnych rozdili v celé dob& zrani

e obsah soli se v pribéhu zrani ve vSech Sarzich vyznamné nelisil

e tvrdost syrt se zvySovala, kromé Sarze s degradérem Lbc. casei D2, kde se tvrdost
snizovala a od poloviny skladovaciho experimentu se zacala také zvySovat

e ze vSech biogennich amint dosahoval nejvyssiho obsahu tyramin a nejnizsi koncen-
trace kadaverin

e celkovy obsah biogennich aminil se u vSech SarZzi v dob€ zrani zvySoval a vSechny
Sarze ptekrocily doporu¢ené mnozstvi jiz prvni den zrani z divodu pfitomnosti za-
mérné inokulovaného producenta biogennich aminti

e nejvySsi mira degradace z pohledu celkového obsahu biogennich aminii byla pozo-
rovana v Sarzi s degradérem Lbc. plantarum D2 56. den a to konkrétné o 31,4 % a

také v Sarzi s degradérem Lbc. plantarum D1, ktery 28. den zrani snizil celkovy ob-

sah BA 0 27,6 % a 56. den zrani o0 26,3 %
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e v Sarzis Lbc. plantarum D2 byla pozorovana také vysokd mira degradace fenylethy-
laminu (56. den o 84 %) a tyraminu (56. den o 25,6 %) a kadaverinu (28. den o0 46,6
)

e v Sarzi s degradérem Lbc. plantarum D1 byla ze vSech Sarzi pozorovana nejvyssi
schopnost degradace kadaverinu (56. den 0 69,5 %) a sperminu (56. den 0 67 %)

e v Sarzi s degradérem Lbc. casei D2 byla v porovnani s ostatnimi vzorky detekovana
nejvyssi schopnost degradovat putrescin a to 28. den o 71,2 % a také 56. den 61,8 %

e v Sarzi syru, ve které byl pouzit pouze producent jako simulace rozséhle kontaminace
dekarboxyldza pozitivnimi mikroorganizmy, se obsah biogennich amind béhem celé
doby zréni zvySoval mnohonasobné vice, nez je doporuceno a tyto koncentrace by
mohly ohrozit zdravi konzumenta

e v budoucnu v dalSich studiich je moZzné navazat na vysledky z této prace a hledat 1
dal$i moZnost, jak snizit obsah biogennich aminti v pfirodnich zrajicich syrech napf.

vybérem kombinace degradujicich kment
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA

MO

MAO

DAO

BMK

KTJ

CPM

Biogenni aminy
Mikroorganizmus
Monoaminooxidédza
Diaminooxidaza

Bakterie mlé¢ného kvaseni
Kolonie tvoficich jednotek

Celkovy poc¢et mikroorganizmu
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PRILOHA P I: OBECNE SCHEMA TVORBY BIOGENNICH AMINU
V POTRAVINACH V DUSLEDKU MIKROBIALNI METABOLICKE

AKTIVITY

Potravinové | Exoprotedzy | h

proteiny
:FI_’fc_;t_e_a_z} ______ Volné peptidy Volné aminokyseliny
1 Endopeptidazy it \j’ >‘ Iidlo
“““““““ 1 Aminopeptidazy :

Peptidy —————————======-=-omooes > Aminokyseliny
| At ransport >

Bunéény obal
. | Aminopeptidaz | v
Pe_ptld‘y P, > Aminokyseliny

(di a tri peptidy) |

Tyrozin Fenylalanin =~ Tryptofan  Lyzin Histidin Glutamin --2 Ormnitin <--- Arginin

———————————————

! Aminokyselinové | '
| dekarboxylazy | \_\

_ ¥ N Y
|Ty1‘amin ” Fenylethylamin ||T1yptamin || Kadaverin || Histamin | | Putrescin |<-1 Agmatin I

------- {Somitn]

(L TIIT 11l

Mikrobialni
cytoplazma



PRILOHA P 2: OBECNE SCHEMA VYROBY SYRU
S NiZKODOHRIVANOU SYRENINOU

Syrové kravské mléko
v
Pasterace mléka 72 — 74 °C /15 -20 s

v

Odstiedéni a standardizace mléka
|

\ 4
Chlazenina 8 — 10 °C

v

Piedezrani do druhého

g |

il 4
Uprava na syiici teplotu 30-33 °C

A

Mezofilni kultura 0,05 — 0,1 %

CaCl (0,01 — 0,02 %)

KNOs (0,01 %) g

Mezofilni kultura 0,05 — 0,1 %

A A

A

Sytidlo

Syfent mléka 30 — 40 °C Kultura Lactobacillus

¥ casei 0,01 — 0,02 %

Kréjeni syfeniny 15 minut
v

Vypousténi syrovatky do 20 — 30 %

v
Michani syrového zrnal5 — 30 minut
"
SerVétky /45 —80 °C Dohfivani S}”I'OVéhO zrna 5 — 15 minut

Piidavek praci vody:
50 — 80 % odpusténé

Syrovatka
v

Dosouseni 30 — 70 minut / 35 — 45 °C

v
Vypousténi a formovani syfeniny
v
Predlisovani 25 — 30 minut / 0,005 — 0,05 MPa
v
Lisovani 25 — 30 minut / do 0,04 MPa
v
Soleni v solné lazni, baleni

v

Zrani syra ve zraci komote

A\ 4

Syrovétka s praci vodou

min. 6 tydnti / 10 — 14 °C
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