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ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo sledovani pfitomné mikroflory a jeji vliv v prubéhu zrani
na zastoupeni vybranych biogennich aminti (tryptamin, phenylethylamin, putrescin, cada-
verin, histamin, tyramin, spermidin a spermin) u laboratorn¢ vyrobenych syrii z komer¢ni
smetanové kultury (A vyroba u syrii za pridavku dekarboxylaza pozitivniho kmene Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris (B vyroba). Syry byly skladovany po dobu 2 mésicu pfi tep-
loté 10 £ 2 °C. U vSech syrt byla provedena zékladni chemicka analyza, mikrobiologicky
rozbor a chromatografické stanoveni obsahu biogennich aminti pomoci vysoce u¢inné ka-

palinové chromatografie.

Vyssi celkové koncentrace biogennich aminii byly detekovany zejména u syrii s pridavkem
dekarboxylaza pozitivniho kmene (B vyroby), kde celkové koncentrace na konci doby zra-
ni prekrocily hodnotu i 800 mg.kg™, priemz vyssi hodnoty byly detekovany u vzorki
s obsahem NaCl do 2 %. Nejvice detekovanym biogennim aminem byl tyramin. Naopak

biogenni aminy spermin a spermidin nebyly detekovany viibec.

Klicova slova: biogenni aminy, syry holandského typu, mikroorganismy s pozitivni dekar-

boxyldazovou aktivitou

ABSTRACT

The aim of the bachelor thesis was determination of microorganisms during ripening and
their influence on selected biogenic amine formation (tryptamine, phenylethyl-amines,
putrescine, cadaverine, histamine, spermidine and spermine) in laboratory produced chee-
ses from commercial culture (samples A) and cheeses with addition of positive decarboxy-
lace activity microorganism Lactococcus lactis subsp. cremoris (samples B). Cheeses were
stored during 2-month ripening at 10 + 2 °C. All samples were subjected to basic chemical
analysis, microbiological analysis and biogenic amine determination using high perfor-

mance liquid chromatography.

Higher total biogenic amine amounts were detected especially in cheeses with positive
decarboxylation activity microorganism addition (samples B), the total biogenic amine

concentrations reached the amounts 800 mg.kg™. These values were presented especially



in samples with NaCl content to 2 %. The most observed biogenic amine was tyramine.

Spermidine and spermine weren't detected in any samples during cheese ripening.

Keywords: biogenic amines, Dutch-type cheese, microorganisms with positive decarboxy-

lase activity
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UVOD

Syr je obecny nazev pro skupinu fermentovanych mléénych vyrobkli rozmanitych chuti, aro-
mat, forem a textur vyrabénych po celém svété. Podle dostupné literatury byly prvni syry vy-
robeny ndhodné kocovnymi kmeny z jizni Asie a Stfedniho vychodu. Podle archeologii se pak
nejstarsi nalezy datuji od doby asi 6000 let pfed naSim letopoétem. Sumerové uchovavali syr
jiz zhruba 4000 let p¥. n. 1, aviak vyrobu syrti dovedli k dokonalosti az Rimané, ktefi ve
svych domech byli schopni ovliviiovat jednotlivé faze zrani syri. Podoba soucasnych syrt se
zacCala profilovat az ve stfedovéku [1] a napt. Fox a kol. [2] ve své literatufe uvadi, ze vznik
syri holandského typu se datuje jiz od 17. stoleti. Vznik syru Goudy, jakozto jednomu
z nejznaméjSich zastupcu této skupiny syru, je pfisuzovan roku 1697 [1].

Syry jsou bohatym zdrojem zivin pro lidskou spotfebu. Mikroflora syrti je tvofena prevazné
bakteriemi mlééného kvaseni (BMK), jejichz hlavni funkci je metabolizovat mlé¢ny disacha-
rid laktozu na kyselinu mlé¢nou, kterd ma nezastupitelné misto v procesech zrani syrt. U né-
kterych kment BMK byla detekovana pozitivni dekarboxylazova aktivita, diky které jsou tyto
bakterie schopny ve vhodnych podminkach tvofit biologicky aktivni latky — biogenni aminy.
V soucasné dob¢ je pritomnost BA, respektive mikroorganismli majicich schopnost BA pro-
dukovat, intenzivné zkoumana zejména z divodu vlivu na zdravi konzumenti, ktery mize byt

jak pozitivni tak negativni [2,3].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

12

. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1 SYRY HOLANDSKEHO TYPU

Dle vyhlasky ¢. 77/2003 Sb. ze dne 6. biezna 2003 (v platném znéni), je syr mlé¢ny vyrobek
vyrobeny vysrazenim mlécné bilkoviny z mléka plisobenim syfidla nebo jinych vhodnych
koagulaénich ¢inidel, prokysanim a oddélenim podilu syrovatky [4]. Syry holandského typu
pak dle téze vyhlasky patii do skupiny ptirodnich syrt, podskupina polotvrdé nebo tvrdé syry
[4].

Mezi vyznamné zastupce syrt holandského typu patii pfedevsim Edam a Gouda. Tyto syry
maji vétsinou ochrannou znamku ptvodu, ktera zarucuje jak technologicky postup, tak i ja-
kost a piivod surovin. Mezi ¢eské nejznaméjsi zastupce syrt holandského typu patii naptiklad
Eidam [5].

Syry nejen v minulosti, ale i v soucasnosti jsou velmi dilezitou slozkou stravy ¢lovéka, a to
nejen diky vysokému obsahu bilkovin, s nimiZ je i spojeny obsah esencialnich aminokyselin,
ale také znacnému podilu vapniku, jehoz mnozZstvi se vSak miize zna¢n¢ 1iSit podle typu vy-
robku. Nezanedbatelna je i ptitomnost snadno stravitelnych tuki, které jsSou jemné rozptyleny,
a jsou bohaté na mastné kyseliny s kratkym az stitedné dlouhym fetézcem (napf. kyselina stea-
rova, palmitova, olejova), které se mohou uvoliovat z triacylglyceroli a jsou prekurzorem pro
vznik senzoricky aktivnich latek. Tuk je také nositelem dualezitych vitaminti rozpustnych
v tucich (napiiklad vitamin A, D a E) [6]. Kromé vitamint rozpustnych v tucich jsou pfitomné

i vitaminy rozpustné ve vod¢, zejména vitaminy skupiny B [6].

1.1 Vyroba syri holandského typu

Vstupni surovinou pro vyrobu syri je mléko, na které jsou kladeny vysoké pozadavky,
zejména na jeho jakost (napt. dobra syftitelnost, prokysavaci schopnost, mikrobiologicka ja-

kost mléka aj.) [7].

Pti pfijimani mléka do mlékarny jsou provadény testy, které poukazuji na kvalitu pfijimané
suroviny. Mléko by nemélo mit zvySenou kyselost, pfi¢emzZ optimalni hodnota titracni kyse-
losti u ¢erstvého mléka se pohybuje okolo 7,0 °SH (v CR se za optimalni stav povazuje hod-
nota 6,2 — 7,8 °SH), aktivni kyselost pak obvykle pH 6,5 — 6,7 [7,8]. Obsah mikroorganismu
Vv Cerstvém mléce by dle Natizeni evropského parlamentu a rady (ES) €. 853/2004 ze dne
29. dubna 2004 nemél byt vyssi nez 100 000 KTJ/ml pii 30 °C a pocet somatickych bun¢k by
nemél pievySovat hodnotu 400 000 bun€k v 1 ml mléka [9].

V minulosti byly syry tradi¢né vyrabény ze syrového mléka. Syrové mléko pro vyrobu syri se

pouzivalo zejména do roku 1940, ale i v souc¢asné dob¢ jsou znamy nékteré typy syrit vyrabé-
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né ze syrového mléka. Mezi nejznaméjsi zastupce holandskych syrit vyrabénych ze syrového
mléka muzeme zafadit napiiklad Kollumer ¢i Texelaar [8,10]. Pouziti tepelné neoSetieného
mléka mize zptisobovat fadu problému, at’ uz z hlediska hygienického (mozné potencionalni
riziko ohrozeni zdravi konzumentti) ¢i technologického, kdy mozna sekundarni kontaminace
mize mit negativni vliv na technologii vyroby syra ¢i jejich senzorickou jakost (naptiklad
zluknuti tukt, ¢i snizeni SH i pH mléka kyselinotvornymi mikroorganismy, ¢imz vznika
moznost nezddouciho srazeni mléka). Z téchto divodi se pfed samotnou vyrobou vétSiny
typi syrt provadi tepelné oSetfeni mléka, a to pfedevSim Setrnd pasterace, kterd je dle vyhlas-
ky ¢. 77/2003 Sh., ze dne 6. biezna 2003 (v platném znéni), definovana jako pouziti teploty
nejméng 71,7 °C po dobu nejméné 15 sekund poptipadé jina kombinace Casu a teploty za uce-
lem dosazeni rovnocenného uc¢inku [4]. Po tepelném oSetfeni je mléko ochlazeno na pozado-
vanou teplotu a pfipraveno na dalsi technologicky krok vyroby — inokulace zakysovou kultu-
rou. Pfed samotnou inokulaci je do mléka pfidavan nasyceny roztok CaCl, v mnoZstvi
20 — 40 ml na 100 litrd mléka. Dale se mize pridavat KNO3 v mnozstvi 3 — 15 g na 100 litrt
mléka, ktery nasledné chrani zrajici syry pfed dufenim tak, Ze snizuje moznost ristu sporo-
tvornych mikroorganismu (napt. Clostridium tyrobutiricum). Takto upravené mléko je zahi'a-
no na 30 — 35 °C a po dosazeni pozadované teploty je provedena inokulace provoznim zaky-

sem [2,7,8].

Po pomnozZeni zakysové kultury néasleduje syfeni. U syrt holandského typu se vyuziva sladké
srazeni, které je zprosttedkovano chymozinem, coz je enzym, ktery katalyzuje specifické vy-
srazeni kaseinovych bilkovin. Chymozin je ziskavan ze zaludkl sajicich telat, ale kvtli jeho
nedostatku je v souc¢asné dobé nahrazovan naptiklad produkci geneticky modifikovanych mi-
kroorganismu jako je napiiklad Bacillus subtilis, Apergillus spp. a Escherichia coli. U tvrdych
a polotvrdych syri se mnozstvi syfidla voli tak, aby syfeni probéhlo zhruba za 20 — 30 minut
pti teploté 31 — 32 °C. Ml€ko srazené na tuhou, gelovitou hmotu je prokrojeno tzv. syratsky-
mi harfami. Takto prokrojena syfenina je ponechdna v klidu a miize tak dochdzet k tzv. syne-
rezi, pti které odchazi ze syfeniny ¢ast syrovatky a zrno se vytuzuje (stava se pevnéj$im). Poté

je syfenina michana za vzniku syraiskych zrn o pozadované velikosti obilky [8,11,12].

Jelikoz syry holandského typu patii do skupiny syrii s nizkodohtivanou syfeninou, dalsi fazi
vyroby je dohfivani syfeniny, coZ je proces, pii kterém je asi 4 syrovatky nahrazena takzva-
nou praci vodou o teploté¢ 80 — 90 °C. Cilem dohtivani je zvySeni teploty syfeniny pomoci
praci vody na 38 — 42 °C. Pti tomto kroku také dochéazi ke sniZzeni obsahu rozpustnych latek,

zejména laktozy, ¢imZ jsou regulovany mikrobiologické procesy. Na dohtivani navazuje do-
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souseni syfeniny, coz je michani syfeniny v syrovatce po dosazeni pozadované teploty. Cilem
je zvySovani suSiny zrna a ovlivnéni probihajiciho prokysavani. U nizkodohtivanych syrii
tento krok trva obvykle 20 — 30 minut [8,7].

Dalsim krokem je vypousténi zrna do forem za soucasného odkapu syrovatky, aby se zabrani-
lo oschnuti zrna. Poté je syfenina ve formach lisovana za pouziti tlaku 25 — 55 kPa (po dobu
1 az 20 hodin v zavislosti na velikosti a typu lisovaného syra). Béhem formovani syrt, zejmé-
na pokud formovani trva nékolik hodin, nastava intenzivni rozvoj bakterii mlécného kvasSeni,

v disledku ¢ehoz je laktdéza metabolizovana na kyselinu mlé¢nou [8].

Soleni syru je krok, ktery ma vliv na organoleptické vlastnosti syra, zlepsuje i jeho stravitel-
nost, podili se na osmoticko — diftiznich procesech a reguluje rtst mikroorganismi. Soleni
vytvarovanych syrii probihd zpravidla v solné 1dzni o koncentraci 18 az 22 % NaCl. Kone¢ny
obsah NaCl v syrech se nejcastéji pohybuje mezi 0,8 az 2,5 %. Po kratkém oschnuti se syry
bali do oballi, kdy mohou byt pouzity polopropustné folie, vosk ¢i natérova hmota. Zrani pro-
bihé ve zracich sklepech pfi teploté 8 + 2 °C a relativni vlhkosti 80 %. Optimalni zraci doba
syra holandského typu je zpravidla 6 — 8 tydna [8,7].

logickych a enzymatickych vlivil. Zrani probiha v celé hmoté syra. U polotvrdych syri je to
zejména diky primarnim (zdkysovym) kulturam, které se béhem vyroby ptiddvaji do mléka.
Jednotlivé procesy zrani syrii jsou popsany v kapitole 1.2 Biochemické procesy probihajici

béhem zrani [1,6].

1.2 Biochemické procesy probihajici béhem zrani

Zrani syru je slozity biochemicky proces probihajici ptisobenim mikrobidlnich enzymi nebo
enzymu syrtidla, pficemz je ovliviiovan vzhled, chut, viiné a konzistence syra. Béhem zrani
dochazi také k mikrobiologickym zméndm, pro které je charakteristicky rozklad zakysovych

kultur a naopak rist kultur nezakysovych.

Biochemické procesy béhem zrani je mozné rozdélit do nasledujicich fazi [8]:
a) Rozklad laktézy BMK na kyselinu mlé¢nou a pfeména kyseliny mlééné,
b) Proteolyza,
c) Lipolyza a reakce volnych mastnych kyselin,

d) Metabolismus citratu.
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1.2.1 Rozklad laktézy BMK na kyselinu mléénou a preména kyseliny mlééné

Rozklad laktozy, pfiCemz jeji pocatecni obsah v syfeniné syrii holandského typu je dle Foxe
a kol. [2] okolo 3%, nastava jiz pti formovani a lisovani syfeniny. U syrd holandského typu je
tento rozklad laktozy zprostfedkovan predevsim homofermentativnimi BMK, které §tépi lak-
tozu enzymem (P — galaktosidazou) na glukézu a galaktozu. Galaktoza je déle prevedena na
glukézu. Glykolyzou vznika kyselina mlééna jako hlavni produkt reakce (Obrazek 1) [13].
L — laktat produkovany rody Lactoccocus mize byt nezakysovymi bakteriemi racemizovan na
D — laktat (Obrazek 2), (v Cedaru a v syrech holandského typu), ktery je méné rozpustny, coZ
vede k tvorb¢ krystalkt, které se mohou objevit na povrchu zralé¢ho syra (zejména u dlouho-
dobé zrajicich) jako bilé skvrny syru [14]. Racemizace zahrnuje oxidaci L — laktatu ¢innosti
L — laktat dehydrogenazy na pyruvat, ktery je nasledné redukovan D — laktat dehydrogenazou
na D — laktat. U syrt holandského typu se mnozstvi zbytkové laktozy podle Foxe [2] sniZuje
na nedetekovatelné mnozstvi (< 0,1 %) asi béhem prvnich 12 hodin zrani, pficemz rychlost
fermentace zbytkové laktozy BMK je do jisté miry zavisla na koncentraci NaCl v syfenin¢

[14].

Vépnik uvolnény z kaseinu reaguje se vzniklou kyselinou mlé¢nou za vzniku mlé¢nanu vape-
natého. Zrna syieniny jsou slepovana a méni se v homogenni hmotu prostfednictvim mono-
kalciumkaseinatu, ktery ve slabych roztocich soli bobtna. Probiha také pfeména anorganic-
kych soli fosforu a vapenatych soli (az 80 %) v rozpustnou formu. V pribéhu zrani dochazi
k rozkladu kyseliny mlé¢né na dalsi kyseliny (zejména propionova, octova aj.), oxid uhliéity,
vodu, pfipadné jiné slouCeniny v zavislosti na charakteru a sloZzeni sekundarni zakysové kultu-

ry (Obrazek 2) [7,11,15,16].
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Obrazek 1: Glykolyza zprostiedkovand homofermentativnimi a heterofer-

mentativnimi bakteriemi mlééného kvaseni [13]

Glukoéza
Homofermentativni Heterofermentativni
Gluké6za-6-P Gluko6za-6-P
Fruktoza-6-P 6-fosfoglukonat
Fruktoza-1,6-DP Ribuléza-5-P
Glyceraldehyd-3-P — N\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
N
H,0 ¢ ¢
2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol
Obrazek 2: Metabolismus kyseliny mlé¢né v prib&hu zrani syri
DL-laktat
T propionat,
butyrat, Hy Nezdkoysova BMK] | 4 aceti t,
2 H,0. COy,
— T

Propionibacterium sp.
Clostridium sp. v P

Pemicillium sp.

metanoar, CO, O

acetat, C0,

Kde: 1 — racemizace, 2 — metabolismus pomoci Propionibacterium spp., 3 —
metabolismus pomoci Penicillium spp., 4 — metabolismus pomoci nezaky-

sovych BMK, 5 — anaerobni metabolismus pomoci Clostridium spp. [14]
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1.2.2 Proteolyza

Proteolytické reakce probihaji diky ptisobeni enzymt bakterii mlééného kvaseni (maji velmi
komplexni proteolyticky systém), syfidla, ptipadné nezakysovych BMK (zejména pokud je
k vyrobé pouzito tepelné neosetiené mléko). Puisobenim proteolytickych enzymi jsou tvofeny
Stépy — peptidy s velkou molekulovou hmotnosti, ze kterych dalsi hydrolyzou vznikaji peptidy
s niz§i molekulovou hmotnosti. Peptidy, které¢ vznikaji, se vyznacuji vyznamnym vlivem na
senzorickou jakost syrti, zejména na chut’. Vliv na chut’ syri miize byt pozitivni, ale i negativ-
ni, coz zavisi na kvantitativnim zastoupeni peptidli, protoze nékteré peptidy mohou zpiisobo-
vat nezddouci hotkou chut. Vyznamnou tvorbou hotkych peptidi se vyznacuji ne¢které pro-
teolytické enzymy bunéénych stén konkrétnich kmeni rodu Lactoccocus, coz mize byt divo-
dem omezeni jejich pritomnosti ve sloZeni komerénich kultur. DelSi dobou zrani se mohou
peptidy rozkladat az na volné aminokyseliny, ze kterych mohou za urcitych podminek vznikat
biogenni aminy, coz jsou latky biologicky aktivni a jejich ptipadné vysoké koncentrace mo-

hou mit pro lidsky organismus toxické u¢inky [7,15,17,18].

Katabolismus aminokyselin hraje hlavni roli ve vyvoji chutovych latek [14].

1.2.3 Lipolyza a reakce volnych mastnych kyselin

Lipolyza je proces béhem kterého dochazi ucinkem lipaz k uvolnéni mastnych kyselin
Z triacylglyceroli. Lipazy mohou byt endogenni, mezi které miizeme zatadit lipoproteinlipa-
zu, jejiz ¢innost je vyrazna zejména u syrit vyrobenych ze syrového mléka (pasteraci je tato
lipaza Castecné inaktivovana) ¢i exogenni, tedy lipazy mikrobialni [14]. Jednotlivé druhy syrta
maji odlisnou koncentraci MK. U syrii holandského typu se koncentrace mastnych kyselin
pohybuje v rozmezi 200 — 1000 mg.kg™, oproti tomu naptiklad u syri s plisni v t&st& jsou tyto
koncentrace daleko vy3si (az 30 000 mg.kg™) [14].

Néslednou reakei nové vzniklych volnych mastnych kyselin dochédzi k tvorbé vyznamnych
senzoricky aktivnich latek (aldehydy, ketony, amoniak aj.). Men$i mnozstvi téchto latek je
piijemné a Zadouci, avSak vysSi koncentrace mohou zplsobit nezddouci senzorické vady. U
syrt holandského typu je oproti syriim s plisni v tésté typicka nizka Groven lipolyzy (vysoka
uroven lipolyzy u syra s plisni v tésté je dana zejména Cinnosti Penicillium spp.) a je dana

nizkou lipolytickou aktivitou enzymi zakysovych i nezakysovych bakterii [7,11,15].
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1.2.4 Metabolismus citratu

Cerstvé mléko obsahuje nizké koncentrace (0,16 %) citratu a z toho vétsina (az 90 %) pii vy-
rob¢ syrtt odchazi do syrovatky. Zbytek citratu zstava v syiening, ktery je béhem zrani meta-
bolizovan mezofilnimi zdkysovymi bakteriemi (naptiklad Leuconostoc spp. a citrat pozitivni
kmeny Lactococcus, zejména Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis) v pfitomnosti
zkvasitelnych sacharidii na slouc¢eniny jako je diacetyl, 2,3 — butandiol aj., coz jsou senzoric-
ky aktivni latky, které piispivaji k vyvoji typické chuté syri holandského typu. Vznikly CO,
je zodpovédny za tvorbu malych ok, které jsou u syrt holandského typu zadouci (3 — 5 ok
Vv nakroji) (Obrazek 3) [2,11,19].

Obrazek 3: Metabolismus citratu pomoci citrat pozitivnich

kmenti Lactococcus spp. a Leuconostoc spp.

o o
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o Citrat
o y P
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2 MIKROFLORA SYRU HOLANDSKEHO TYPU

Z hlediska svého chemického slozeni (aminokyseliny, vitaminy skupiny B, laktoza aj.) pred-
stavuji syry vhodné prostiedi pro rist a mnozeni mikroorganismi. Mezi faktory, jez tento rust
ovliviiyji, pati pfedevsim vodni aktivita, koncentrace soli, pH, oxida¢né — redukéni potencial
a teplota zrani syrii, pficemz kombinace jednotlivych faktorti ovliviiuje riist mikroorganismi

daleko vyraznéji [2].

2.1 Zakysové bakterie a jejich rist v syrech

Kmeny bakterii mlécného kvaSeni se bézné vyuzivaji pro technologické ucely jako zakysoveé
kultury [20]. Tyto kultury mohou byt tvofeny nejen bakteriemi, ale také kvasinkami, plisnémi
nebo jejich kombinaci, které jsou schopny zahdjit poZzadované kvaseni pti vyrobé¢ syri a fer-
mentovanych mléénych vyrobkd (napf. jogurty, zakysana smetana, kefir apod.). Pfi vyrobé
syra jsou vybranymi spoustéci kvaseni vybrané kmeny mikroorganismi, které jsou zamérné
pridavany do mléka nebo smetany, ¢i jejich smési v priabéhu vyroby, a jsou tak schopny vyvo-

lat specifické zmény ve vzhledu, chuti a textute konec¢ného produktu [21].

Bakterie mlécného kvaSeni tvofi velkou piirozenou skupinu pravidelnych nesporolujicich
katalaza negativnich mikroaerofilnich az fakultativné anaerobnich grampozitivnich koki a
ty¢inek, které fermentuji sacharidy a tvofi pfitom predevs§im kyselinu mlé¢nou [22,23]. Pro
vyrobu syri holandského typu se vyuziva zejména mezofilni kultura, ktera zahrnuje jak pri-
marni, tak sekundarni zakysové kultury. Mezi primarni fadime pfedevsim homofermentativni
bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris a mezi sekun-
darni Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. V soucasné dobé se jako soucast
sekundarni zakysové kultury vyuzivaji i mikroorganismy typu Lactobacillus casei nebo Lb.

delbrueckii subsp. lactis [24].

Pocet zakysovych bakterii v provoznich zakysech se zpravidla pohybuje v rozmezi
10° — 10° KTJ.mlI™ a podet zakysovych bakterii je u vétsiny syrti prvni den ode dne vyroby
priblizng 10° KTJ.g? [6,2]. Bshem vyroby jsou zikysové bakterie dominujici mikroflorou
syra, ale jejich ¢innost je vyrazné sniZena na konci vyroby zejména diky poklesu pH a pfi-
tomnosti NaCl [14]. Jakmile nastane 1yze zakysovych bakterii, za¢nou se v dusledku rozpadu
bun¢k vyskytovat intracelularni enzymy, zejména peptidazy, které spolu s chymozinem a bak-
teridlnimi proteindzami hydrolyzuji kaseiny na peptidy a nasledné aZ na aminokyseliny, které

Vv syrech vystupuji jako prekurzory senzoricky aktivnich latek. Zakysové bakterie se znacné
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Rozpad je zptisoben zejména intracelularni muramidasou, coz je hlavni autolyticky enzym
laktokokt, ktery hydrolyzuje bunéénou sténu (peptidoglykan). Mnozstvi tohoto enzymu je
prisné regulovano, jinak by bunky jako takové nemohly rast. Obecné plati, ze kmeny Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris podléhaji lyze rychleji (napiiklad oproti kmeniim Lactococcus
lactis subsp. lactis), coz mize mit za nasledek vznik vétsiho mnozstvi senzoricky aktivnich
latek. Syry vyrobené s pomérn¢ rychle lyzujici zdkysovou kulturou zraji rychleji, nez ty vyro-

bené s pridavkem zakysovych kultur, které lyzuji pomaleji [2,14].

2.2 Nezakysové bakterie a jejich riist v syrech

Vétsina syrlt miZze obsahovat vedle zakysovych BMK 1 bakterie nezdkysové, jejichZ ptitom-
nost je do jisté miry zadouci pfedevsim z hlediska mozné rozmanitosti vyroby. Tyto bakterie
jsou vétsinou fakultativné heterofermentativni laktobacily, jako je napiiklad Lactobacillus
casei, Lb. pararcasei, Lb. plantarum, a Lb. curvatus a obligatné heterofermentativni Lactoba-
cillus spp., jako je naptiklad Lb. brevis a Lb. fermentum. Nékteré z téchto bakterii jsou termo-
rezistentni (pfezivaji pasteraci) a po prokysani syrt startérovymi bakteriemi pfispivaji
k rozvoji senzoricky aktivnich latek tak, Ze metabolizuji bilkoviny za vzniku peptidi az ami-
nokyselin (dle délky zrani syrti) a lipidy za vzniku mastnych kyselin. Nezdkysové bakterie se
tedy do syrit mohou dostat zpravidla z prostiedi samotné technologie vyroby syri [2,25]. Kle-
ter uvadi, ze v ptipad¢ vyskytu laktobacili muze dojit k navySeni jejich poctu tieba jen

z 1 KTJ.mI™ mléka i na hodnoty vy3si nez 107" KTJ.ml™ b&hem nékolika tydni [26].
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3 VYVOJ BIOGENNICH AMINU V POLOTVRDYCH A TVRDYCH
SYRECH BEHEM ZRANI

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni alifatické, aromatické nebo heterocyklické slouc¢eniny
odvozené od aminokyselin vyskytujici se v zivych organismech ve form¢ metabolickych me-
ziproduktt a produktti majicich biologickou aktivitu. V nizkych koncentracich jsou BA pro
organismus zivocCichil a ¢loveéka nezbytné a plni fadu dilezitych funkci (stabilizace makromo-
lekul, zdroj dusiku pro biochemické procesy, lokalni tkafiové hormony aj.). Pfi ptijmu vyso-
kych koncentraci se BA tadi mezi kontaminanty a mohou byt pfi¢inou alimentarnich otrav
[10,27].

3.1 Vznik biogennich aminu

Proces tvorby biogennich aminti je katalyzovan mikrobialnimi enzymy (dekarboxylazami),
kdy piisobenim téchto enzymi dochazi k uvolnéni CO; z karboxylové skupiny aminokyselin
za vzniku biogennich amint, napfiklad dekarboxylaci lyzinu vznika kadaverin, z histidinu
histamin, z tyrozinu tyramin, aj. [3].

Nezbytnymi podminkami pro vytvoieni biogennich amini jsou:
a) pritomnost volnych aminokyselin v daném substratu,

b) ptitomnost mikroorganismu s dekarboxylazovou aktivitou — pozitivni dekarboxylazo-
va aktivita byla detekovana jak u fady rodid gramnegativnich bakterii (Citrobacter,
Klebsiella, Escherichea aj.), tak i u grampozitivnich bakterii rodu Bacillus, ¢i bakterii
mlééného kvaseni z roda Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus,
avsak produkce biogennich amind je vlastnost specificka spiSe pro urcité kmeny bak-
terii nez vlastnost typicka pro dany druh — rtizné kmeny téhoz druhu se mohou lisit ve

schopnosti produkovat biogenni aminy [10,18].

€) podminky okolniho prostfedi — tyto vnéjsi faktory maji pfedevS§im vliv na samotny
rast mikroorganismu s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou, napt. teplota, pH pro-
sttedi, pritomnost kysliku, dostupnost zdroji uhlikatych sloucenin, faze ristu bunck,

koncentrace NaCl, apod. [3,28,29].

3.2 Vliv biogennich amini na lidsky organismus

Biogenni aminy 1ze rozd¢lit vzhledem k G¢inkiim na lidsky organismus na latky psychoaktiv-

ni, které pisobi na nervovy systém a vazoaktivni, které pisobi na cévni systém. Mezi psycho-
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aktivni biogenni aminy miizeme zaradit histamin, putrescin a kadaverin, a mezi vazoaktivni

tyramin [29].

Zdravy jedinec je prirozen¢ chranén proti negativnim uc¢inkiim ptijmu vyssich koncentraci BA
pomoci detoxika¢niho mechanismu (aminooxiddz). Jejich ucinek je vSak ptrirozené snizovan
s rostoucim vékem, poptipadé miize byt ovlivnén plisobenim jejich inhibitori (alkohol, n¢kte-
ré¢ 1éCiva — napt. psychofarmaka). Nadmérny piijem BA z potravy nebo snizend schopnost
organismu detoxikovat BA mtize mit nezddouci ucinky na lidsky organismus, jako je napfti-
klad hypertenze, hypotenze, bolesti hlavy vedouci az k migrénam, buSeni srdce, poceni, dy-
chaci potize, zvraceni, prijem, aj., v extrémnim piipad¢ anafylakticky Sok az smrt. Horni hra-
nice, kdy se BA stdvaji toxickymi, neni pfesné¢ stanovena, protoze toxicka davka je siln¢ za-
visla na ucinnosti detoxikacnich mechanizmti kazdého jedince. Piijem nad 40 mg BA
Z jednoho pokrmu se povazuje za potencionalné toxickou davku, ovSem ne vSechny BA jsou
stejné toxické [30]. ZaleZi tedy na individualnich rozdilech mezi jedinci, zastoupeni a mnoz-
stvi BA v dané potravin€, mnozstvi konzumované potraviny a ptitomnosti jinych slozek inhi-
bujicich u¢inek aminooxidaz. Velmi rizikovou potravinou s vy$§im obsahem biogennich ami-
nt jsou i fermentované alkoholické napoje (pivo, vino) nejen diky pfitomnosti inhibitorti ami-
nooxidaz (alkohol), ale i béhem pomérné kratké doby dochazi k velké spotiebé dané potravi-
ny [10,18,31,32]. Ceska legislativa do roku 2004 zahrnovala legislativni limity pro vybrané
BA v rybach, syrech, pivu a vinu, ale dnes je v CR platny jen hygienicky limit pro histamin
v rybach a vyrobcich z ryb uvadény v Narizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 ve vysi
100 mg.kg™. Tento limit miZe byt ve dvou vzorcich z deviti z jedné Sarze prekrocen az

0 100 % [33,34].

Jedny z nejzavaznéjSich negativnich u¢inki maji pfedevsim tyramin a histamin. Vys§i hladiny
tyraminu v organismu mohou vést ke vzniku hypertenze, migrén, ale taktéz mohou vyvolat
krvaceni do mozku, ¢i selhani srdce [31,35]. Podle Komprdy [36] je toxicka davka tyraminu
asi 20 — 80 mg.kg™ potraviny. Nadmérny piijem histaminu miiZe zptisobit kop¥ivku, hypoten-
zi, bolesti hlavy, ndvaly horka, biiSni kieCe aj. Vys§i hladiny byly nalezeny piedevS§im
v syrech typu gouda [31,35]. Avsak putrescin a kadaverin mohou mit za nasledek zvySovani

uc¢inkd histaminu a tyraminu v disledku ovlivnéni detoxika¢niho mechanismu [10]
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3.3 Vyskyt biogennich amint

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich pfirozenou slozkou mnohych potravin. Vyssi
koncentrace BA lze ptedpokladat zejména ve fermentovanych vyrobcich (zralé syry, fermen-
tované alkoholické népoje — pivo, vino, fermentované masné vyrobky, fermentovana zelenina
aj.), kde vznikaji ¢innosti dekarboxylaza pozitivnich mikroorganismii. V nefermentovanych
vyrobcich (ryby, maso mléko, ovoce aj.) vznikaji BA ve vysSich koncentracich predevsim
diky ¢innosti kontaminujici mikroflory, tudiZ vyssi koncentrace BA mohou byt naznakem
kazeni potravin. Napiiklad obsah kadaverinu a putrescinu v ¢erstvém vepifovém mase je do

7 mg.kg™, zatimco v mase zkaZeném jejich obsah miize byt 60 mg.kg™ a vice [37].

Syry, jakozto fermentované vyrobky, pifedstavuji idedlni prostiedi pro vznik BA. Obsah
a druh BA obsaZenych v syrech je zavisly predevsim na druhu syra, respektive na druhu mik-
roorganismi v nich zastoupenych. Obecné Ize fici, Ze velmi Casto detekovanymi BA v syrech

jsou histamin, tyramin, putrescin a kadaverin [10,32].

Doeglas [38] ve své literatute popisuje n¢kolik pripadi otrav histaminem ze syru, mezi které
patii napiiklad Gouda, u které byl detekovan histamin v mnozstvi 85 mg na 100 g syra.
V ramci jiné studie [14] bylo zjisténo, ze vznik histaminu v syru Gouda mutze byt primarné
ovlivnén hodnotou pH, teplotou zrani a koncentraci soli, pfi¢emz mnozstvi histaminu bylo
vzdy pfimo umérné velikosti pH, koncentraci soli i teploté skladovani [14].

Chambers a Staruszkiewicz [39] uvadi, ze vys$i hladiny biogennich amint jsou detekovany
Vv syrech vyrobenych z pasterizovaného mléka nez z mléka syrového, z ¢ehoz Ize usuzovat,
ze bakterie zodpoveédné za tvorbu biogennich amini jsou v mléce ptitomny v disledku sekun-
darni kontaminace nebo vznikaji ¢innosti zakysovych bakterii s pozitivni dekarboxyldzovou
aktivitou. OvSem proti tomu existuje tvrzeni, ze vys§i koncentrace biogennich amint lze na-
1ézt zejména v syrech vyrobenych ze syrového mléka [25], z ¢ehoz tedy vyplyva, Ze tepelné
oSetfeni mléka pted vyrobou miize byt rozhodujici stejn€ jako pfitomnost specifickych skupin
mikroorganismi. Béhem zrani syrti pak obsah biogennich aminil zpravidla stoupd, pfiCemz
jejich rozdéleni v hmoté syra je nerovnomérné. Nejvyssi celkovy obsah biogennich aminii
coz podle Bintsise a kol. mize byt zpisobeno mikroflorou komercni solanky, jeZ se pouziva
k soleni syru. Tato mikroflora se pak stava soucasti povrchu syrt, kde tedy miize jeji ¢innosti

vznikat vys$§i koncentrace BA [40].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem teoretické Casti této bakalatrské prace bylo:
e popsat vyrobu a mikrofléru syrti holandského typu,
e charakterizovat biogenni aminy.

Cilem praktické casti této bakalaiské prace bylo:

e zalozit experimenty s vyrobenymi modely vzorki s pfidavkem a bez ptidavku dekar-

boxylaza pozitivniho kmene,

e sledovat v pribéhu zrani syra zastoupeni vybranych skupin mikroorganismi a biogen-

nich aminu.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Charakteristika vzorku

Cilem této prace byla vyroba syrt holandského typu za pridavku komer¢ni smetanové kultury
Milcom, a.s. (A vyroba), obsahujici kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis a zkoumani jejiho
vlivu na pfitomnost a mnozstvi biogennich amind v syrech, ktera byla porovnavana s vyrobou
syri za pridavku dekarboxylaza pozitivniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris

(B vyroba), jez byl ptidan v poméru 1 : 1 se smetanovou kulturou.

Celkem byly vyrobeny dvé série syrt, pficemz jedna série piedstavuje vyrobu A a vyrobu B.
Pro vyrobu A, tzv. kontrolni vyroba, byl pouzit provozni zdkys v mnozstvi 2 x 50 ml pfipra-
veny ze smetanové kultury Milcom, a.s. Vyroba B byla vyrobena ze dvou provoznich zakysu
1 x 50 ml provozniho zékysu za pouziti smetanové kultury Milcom, a.s. a 1 x 50 ml zékysu
s pfidavkem mikroorganismi s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou. Provozni zakysy byly
piipravovany vzdy v rozmezi 16 — 20 hodin pted vyrobou a byly nechdny k prokysani pti tep-
loté 25 + 2 °C v inkubatoru. Analyza provoznich zakysi pro detekci BA a pocet mikroorga-
nismu byla vzdy provedena ihned po ptipravé zékysu (tzv. pied prokysanim) (u vyroby A
oznaéeni vzorku — Azl, u vyroby B z Cistého bujonu — Lactococcus lactis subsp. cremoris
oznaceni vzorku — BzB1), dale po prokysani bezprostiedné pied vyrobou (u vyroby A vzorek
Az2, u vyroby B ze zakysu ptipraveného pouze ze smetanové kultury BzA2 a u zakysu s pti-

davkem bujonu BzB2).

Mikrobiologicka, chemicka analyza a detekce BA u vyrobenych syra byla provedena vzdy

1. (pred solenim), 30. a 60. den ode dne vyroby. Znaceni vzorkt je uvedeno V tabulce €. 1.

5.2 Vyroba syru

Pted samotnou vyrobou syrt byly nejprve vyrobeny zakysy. Mléko pro vyrobu zakysh
v mnozstvi 2 x 50 ml pro kazdou vyrobu bylo ponechéno 0,5 hodiny ve vatici vodni 14zni. Po
vychladnuti bylo 50 ml mléka zaockovano 0,15 g smetanové kultury (v ptipadé vyroby A), a
1 x 50 ml zaockovano 0,15 g smetanové kultury a 1 x 50 ml bujonem v mnozstvi 5 ml (v pfi-
padé vyroby B). Takto ptipravené provozni zakysy byly ponechany k prokysani 16 — 20 hodin
v inkubatoru pfi teploté 25 + 2 °C.
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Celkem z 20 | pasterizovaného kravského mléka (10 1 Cerstvé mléko selské 1,5 % a 10 1 Cers-
tvé mléko selské 3,5 %, Olma a.s., Ceské republika) bylo vyrobeno 24 blokd syrt. Praimérma
hmotnost kazdého bloku byla 90 + 3 g.

Dvacet litri mléka bylo zahidno na 32 °C, po dosazeni teploty bylo mléko inokulovano pte-
dem ptipravenym zakysem a ptidavkem 10 ml 36% roztoku CaCl, (Milcom a.s., Ceské repub-
lika). Inokulace probihala po dobu 30 minut za obcasného promichéni. Poté bylo ptidano
1,5 ml syfidla Fromase 750TL (DSM Food Specialties, Francie) v desetinasobku vody pro
jeho lepsi rozptyleni po celém objemu mléka. Po diikkladném promichani a zastaveni hladiny
probihalo 40 minut syfeni. Nasledovalo pokrajeni syfeniny a ponechani 10 minut v klidu, po
kterych byla syfenina michdna 20 minut ru¢né. Dale byla odebrana ¢ast syrovatky, ktera byla
nahrazena praci vodou o teploté 80 °C, ktera byla postupné pfiddvana v takovém mnoZstvi,
aby byla dosazena teplota syfeniny 41 °C, pii které bylo syrafské zrno dohtivano po 60 minut.
Po uplynuti doby syfeni byla syfenina slévana do velkych forem vylozenych syraiskou pla-
chetkou. Ve velkych formach dochdzelo k samovolnému odtoku syrovatky tzv. predlisovani
po dobu 30 minut, kde po kazdych 10 minutach byla syfenina otdCena. Piedlisovana syfenina
byla pokrajena na stejné dily, které byly upéchovany do malych syraiskych forem vylozenych
plachetkou. V téchto formach byla syfenina lisovana 1,5 hodiny, kdy se kazdych 30 minut
tlak linearn€ zvySoval az do konce lisovani. Vyvinuté tlaky béhem lisovani na jednotlivé for-
my byly 8,5 — 25,5 kPa. Vylisovana syfenina byla inkubovana ve zraci komote k prokysani do
druhého dne pfi laboratorni teploté 21 + 2 °C. Druhy den byly syry soleny v solném roztoku
o koncentraci 20 %. Jedna polovina syrt (12 blokl) byla solena po dobu 60 minut, kdy otace-
ni blokl syrit probéhlo po 30 minutach. Takto bylo dosaZzeno obsahu soli 2,5 %, kterému ve
znaceni vzorkl odpovida pismeno H (high concentration). Druhd polovina syrii (12 bloki)
byla solena po dobu 30 minut a bloky byly otaCeny po 15 minutach, ¢imz bylo dosazeno
1,5 % soli, kterému ve znaceni vzorkli odpovid4 pismeno L (low concentration). Po okapani
syri byly bloky na par vtefin ponofeny do DelvociduDiP (DSM Food Specialties, Francie),
osuSeny a baleny pomoci potravinaiského vosku zlutého (DSM Food Specialties, Francie),
pricemz vosk byl vytemperovan na teplotu 65 °C. Takto pfipravené bloky byly uskladnény ve

zracich komorach po dobu 2 mésict pti teploté 10 £ 2 °C.

B vyroba byla vyrobena obdobnym zpiisobem, avSak 1 x 50 ml smetanového zékysu bylo

nahrazeno zédkysem s pfidavkem dekarboxyladza pozitivniho kmene.
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Tabulka 1: Znaceni vzorki syra

Den od- | Obsah soli A vyroba B vyroba
béri (%) 1. série 2. série 1. série 2. série
1. den 0 1A1 2A1 1B1, 2B1
2,5 1A2H 2A2H 1B2H 2B2H
30. den
15 1A2L 2A2L 1A2L 2A2L
2,5 1A3H 2A3H 1A3H 2A3H
60. den
15 1A3L 2A3L 1A3L 2A3L

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s pfidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene; 1 az 3 —

oznacuje den odbert; H — vysSi koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli

5.3 Zakladni chemicka analyza

Celkovy obsah suSiny byl stanovovan suSenim v susarné pii 102 = 2 °C a to az do konstant-
nich hmotnostnich ubytkli podle normy ISO 5534:2004 [41]. Hodnota pH byla méfena pomo-
ci vpichového pH metru (Spear — Eutech, Nizozemsko) s piesnosti + 0,01. Obsah soli
ve vzorcich byl stanoven metodou podle Indra a Mizera [42]. Pii této metod¢ je ¢inidlem du-
si¢nan stfibrny a indikator chroman draselny, jenz v bod¢ ekvivalence vytvari hnédocervenou
srazeninu chromanu stiibrného. VSechny vySe uvedené parametry byly stanovovany celkem

tfikrat u kazdého bloku syra a vzdy byly analyzovéany 2 bloky syra z kazdého typu.

5.4 Extrakce a stanoveni biogennich amini

Extrakce biogennich amind byla provedena podle Bunikové a kol. [10] z lyofilizata, které byly
predem pfipraveny v lyofilizatoru ALPHAl — 4 LSC (Christ, Némecko) za teploty
- 40 °C, tlaku ~ 12 Pa po dobu dvou dnti. Jeden gram lyofilizatu byl navazen do 15 ml zku-
mavek a k tomuto bylo ptiddno 10 ml HCl. Smés byla homogenizovana po dobu 30 minut
a poté odstfedovana v odstiedivce EBA 21 (HettichZENTRIFUGEN, Némecko) po dobu
20 minut pii 6000 ot./min. Smés byla pfevedena do odmérné 25 ml baiiky. Vznikly sediment
byl obdobnym zpiisobem 2x reextrahovan, avsak za pfidavku 7 ml 0,1M HCI. Poté byla od-
mérnad bankka doplnéna po rysku 0,1 M HCIL, smés byla pfefiltrovana a pfipravena

k derivatizaci.

Derivatizace byla provedena pomoci reakéniho ¢inidla dansylchloridu, kdy byl odpipetovan
1 ml extraktu do derivatizacni nadobky, ke kterému byl pfidan 1,5 ml uhli¢itanového pufru

0 pH 11,0 — 11,1. Nésledn¢ byly pfidany 2 ml Cerstvé piipraveného roztoku dansylchloridu
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0 koncentraci 5 g/l v acetonu a po dobu 20 hodin byla smés tfepana ve tmé na tfepacce. Poté
bylo pfidano 200 pl roztoku prolinu a tfepano na tiepacce 1 hodinu. Déle byly pfidany 3 ml
heptanu a 3 minuty ruéné tfepano. 1 ml z heptanové vrstvy byl odpipetovan do vialky, ktera
byla pti teploté 60 °C odpatfena do sucha pod proudem dusiku. Suchy odparek byl ziedén
1,5 ml acetonitrilu. Pfed samotnou analyzou byla smés prefiltrovana pres stiikackovy filtr
s porozitou 0,22 um. Detekce biogennich amint byla provedena pomoci UV/VIS detektoru
HPLC sestavy Agilent Technologies za pouziti kolony AgilentEclipse Plus CISRRHD (Agi-
lent Technologies, USA) o rozmérech 3,0 x 50 mm X 1,8 pm. M¢feni probihalo pti vlnové
délce 254 nm a teploté kolony 30 °C. Analyza byla zamétena na detekci 8 biogennich aminti
(tryptamin, phenylethylamin, putrescin, cadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin)

[19]. Pouzité standardy biogennich aminti byly od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

5.5 Mikrobiologicka analyza
Ke stanoveni poctu jednotlivych skupin mikroorganismi byla pouZita rizna kultivaéni média:

a) M17 agar — médium ur¢ené ke kultivaci a stanoveni mlé¢nych kokd, jako jsou strepto-

koky, laktokoky a leukonostoky,
b) MRS agar — médium urc¢ené ke kultivaci a stanoveni po¢tu mlécnych ty¢inek,

c) PCA — neselektivni médium urcené ke stanoveni celkového poctu mikroorganismu

(mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy),
d) SB agar — médium doporucené ke stanoveni po¢tu enterokoki,
e) ENDO agar — médium uréené ke stanoveni po¢tu bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae.

Pro ptipravu kultivaéniho média bylo vzdy navazeno dané¢ mnozstvi surovin dle navodu vy-
robee (viz Ptiloha I), které bylo rozpusténo ve 400 ml destilované vody. Nasledné byla kulti-
vaéni média autoklavovana v autoklavu 135S Compact (VARIOKLAV®, Némecko) pii teplo-
té¢ 121,1 °C po dobu 20 minut. Vyjimkou byl SB Agar, ktery byl pouze rozpustén ve vodni
lazni. Poté byla média rozlita do Petriho misek, pficemz kazda z misek obsahovala ptiblizné

15 — 20 ml média.

Z kazdého vzorku syra bylo vzdy steriln€ odebrano pfiblizné 5 g, ke kterému bylo ptidano
45 ml fyziologického roztoku mikropipetou BIOHIT PROLINE (BIOHIT OY, Finsko). Smés

byla homogenizovana v homogenizatoru Masticator Silver (Biotech, Ceska republika) po do-
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bu tfi minut. Ze vzniklé suspenze bylo ptipraveno desetinasobné fedéni, a to odpipetovanim
0,5 ml suspenze a jejim smichanim se 4,5 ml fediciho roztoku (sterilni fyziologicky roztok),

&imz bylo ziskano fedéni 102, Obdobnym postupem bylo postupovéano az po fedéni 107

Po izolaci ze vzorka syri a zakyst byly jednotlivé kmeny bakterii ockovany na kultivacni

média vzdy v mnozstvi 0,1 ml. Podminky kultivace jednotlivych médii jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Tabulka 2: Podminky kultivace jednotlivych typa pid

Typ pudy Teplota kultivace | Doba kultivace
M17 37°C 24 — 48 hodin
MRS 37 °C 24 — 48 hodin
PCA 37 °C 24 hodin
SB 37 °C 24 hodin

ENDO 37 °C 24 hodin
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Zakladni chemicka analyza

v v

48,14 + 0,45 % u vzorku 2B1 az 50,40 + 0,65 % u vzorku 1B1. V prvnich 30 dnech zrani do-
Slo k nardstu obsahu susiny, pti¢emz vyssi hodnoty byly zaznamenany u syrd s vy$$im obsa-
hem soli (oznaceni H) a to jak u A vyroby tak i u B vyroby. Analyzou po 2 mésicich zrani
bylo zjisténo, ze u vétSiny syrt bez rozdilu koncentrace NaCl doslo k poklesu susiny oproti
hodnotam naméfenych 30. den zrani syri. Kone¢né hodnoty susiny namétené po 60. dnech
ode dne vyroby se pohybovaly v rozmezi 50,02 + 0,58 — 51,59 + 0,17 %, pificemz nebyly zjis-
tény vyznamné rozdily mezi syry s riiznou koncentraci NaCl (obsahy suSiny jsou znazornény

v Grafu 1 - 2).

Naméiené¢ hodnoty pH u vzorki A vyroby prvni série byla hodnota pH pifed solenim
4,71 £ 0,02. Béhem zrani syra doslo u vzorkli vyroby A k pocatecnimu poklesu hodnot pH,
kde vyssi hodnoty pH byly naméteny u vzorkl s niZs§i koncentraci soli, avSak po 60. dnech
zrani hodnoty pH vzrostly na 4,79 + 0,02 — 4,85 + 0,02 (u vzorkti 1A3H a 1A3L) bez vy-
znamného rozdilu u syrt s rtiznou koncentraci soli. Obdobny trend byl zpozorovan i u vyroby
B prvni série (1B), pficemz konecné naméiené hodnoty pH byly 4,80 + 0,09 — 4,81 = 0,02. U
druh¢ série vyrob (2A, 2B) pH rostlo po celou dobu skladovéni, pficemz vyssi hodnoty byly
naméfeny u vzorkd s vyS§im obsahem soli, a to u vyroby jak kontrolni (A), tak i u vyroby
s pridavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene (B). Konec¢né namétené hodnoty pH byly nad

hodnotou 5,0. Hodnoty pH jsou znazornény v Grafech 3 — 4.

Obsah soli vsyrech byl pifed solenim takika zanedbatelny a pohyboval se v rozmezi
0,21 £0,01 — 0,26 = 0,01 %. Po nasoleni béhem 30 dni zrani dos§lo k masivnimu naristu ob-
sahu NaCl. Koncentrace NaCl byly u syrii s niz§im 1 s vy§§im obsahem soli u obou vyrob
V pribéhu zrani pomérné stalé. VEtsi zmeéna byla pozorovana u vzorku vyroby B z prvni série,
u kterého vzrostl obsah z 1,76 + 0,07 % na kone¢nou hodnotu 2,05 + 0,13 % NaCl (u vzorka
1B2L a 1B3L). Obsah NaCl znazoriuji Grafy 5 — 6.
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Graf 1: Vyvoj obsahu susiny Vv prub&hu zrani u jednotlivych typt

vzorkl syri prvni série

BT

) 1A2L 1A2H 1A3L 1A3H _ 1B2L 1B2H 1B3L 1B3H
Typvzorku

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s piidavkem dekarboxylaza
pozitivniho kmene; 1 az 3 — den odbéra: 1 — 1. den, 2 — 30. den,

3 —60. den; H — vyssi koncentrace soli; L — niz§i koncentrace soli

Graf 2: Vyvoj obsahu suSiny v prub¢hu zrani u jednotlivych typtu

vzorkl syrt druhé série

2A1 2A2L 2A2H 2A3L 2A3H  _ 2B1 2B2L 2B2H 2B3L 2B3H
Typ vzorku

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s ptidavkem dekarboxylaza
pozitivni-ho kmene; 1 az 3 — den odbéri: 1 — 1. den, 2 — 30. den,

3 —60. den; H — vyssi koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli
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Graf 3: Vyvoj pH v pribéhu zrani u jednotlivych typ vzorkl syrd prvni série
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Typvzorku

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s ptidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 az 3 — den odbéru: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vyssi koncentrace soli; L — nizsi koncentrace soli

Graf 4: Vyvoj pH Vv pribéhu zrani u jednotlivych typt vzorkt syrd druhé série
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Typ vzorku

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s ptidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 az 3 — den odbéru: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vys$§i koncentrace soli; L — niZ$i koncentrace soli
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Graf 5: Koncentrace NaCl v prib&hu zrani u jednotlivych typt vzorkd syrt

prvni série
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s ptidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 aZz 3 — den odbéru: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vyssi koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli

Graf 6: Koncentrace NaCl v priub&hu zrani u jednotlivych typt vzorki

syrit druhé série

2A1 2A2L 2A2H 2A3L 2A3H  _ 2B1 2B2L 2B2H 2B3L 2B3H
Typ vzorku

Obsah NaCl % [w/w]
o = = »n N w
ol o ol o ol o

o
o

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s pfidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 az 3 — den odbérta: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vys$§i koncentrace soli; L — niZ§i koncentrace soli
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6.2 Analyza obsahu biogennich aminii

Celkova koncentrace biogennich amint v zdkysech urcenych pro vyrobu prvni série syra byla
u jednotlivych zakyst znacné rozdilna. U smetanového zakysu pted prokysanim (1Az1) neby-
ly koncentrace biogennich amint detekovany, stejné jako u zakysu vyrobeného ze smetanové
kultury pro vyrobu B (1BzA1), avSak po prokysani obsahoval smetanovy zakys pro vyrobu A
(1Az2) 8,6 + 0,2 mg.I"* a zakys vyrobeny ze smetanové kultury pro vyrobu B (1BzA2)
2,1 + 0,2 mg.l*. Cistybujon pro vyrobu B obsahoval pred prokysanim (1BzB1)
1991,9 + 0,2 mg.1" BA a po jeho prokysani (1BzB2) 113,7 + 0,2 mg.I"* (Tabulka 3).

Syry vyrobené v prvni sérii obsahovaly neyjméné¢ BA vzdy prvni den vyroby v rozmezi
7,4 + 0,2 mg.kg™ u vzorku 1A1 a 10,8 + 0,2 mg.kg" u vzorku 1B1. Analyzou syri 30. den
bylo zjisténo, ze syry s nizsi koncentraci soli obsahuji vice BA oproti syriim s vyss§i koncent-
raci soli u A 1 B vyroby a v prib&hu zrani dochazelo ke zvySeni obsahu BA u vSech syrl
v obou typech soleni. Kone¢né koncentrace BA byly vrozmezi 356,6 + 0,2 mg.kg™

a7 729,3+ 0,2 mg.kg™ (u vzorkt IB3H a 1A3L) (Graf 7).

v wr

pied prokysanim. U smetanového zdkysu pro vyrobu A, stejn¢ jako u zakysu vyrobeného ze
smetanové kultury pro vyrobu B byla koncentrace BA 6,3 + 0,2 mg.I". Po prokysani byl
u obou zékyst pozorovan rostouci trend, na rozdil od zakysu vyrobeného jen z bujonu, u kte-
rého doslo po prokysani ke sniZeni obsahu BA z pvodnich 1805,5 + 0,2 mg.l*
na 3,7 + 0,2 mg.1* (Tabulka 4).

Syry z druhé série obsahovaly nejméné biogennich amini vzdy prvni den vyroby v rozmezi
6,3 + 0,2 mg.kg™ u vzorku 2A1 a 97,5 + 0,2 mg.kg™ u vzorku 2B1. V prvnich 30 dnech zrani
doslo k nartistu obsahu BA, pfi¢em? jejich hladina kolisala mezi 331,8 + 0,2 mg.kg™ u vzorku
2A2H a 645,7 + 0,2 mg.kg™ u vzorku 2B2H. Analyzou po 2 mésicich zrani bylo zjisténo,
7e u vetsiny syrit bez rozdilu koncentrace NaCl doslo k nartstu obsahu BA vi¢i hodnotam

namétenych 30. den zrani syri, pficemz vysSich hodnot bylo dosaZeno u vyroby B (Graf 8).
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Tabulka 3: Koncentrace biogennich aminti v zakysech prvni série
zakysy pied koncentrace BA | zakysy po pro- | koncentrace BA
prokysanim [mg.I"] kysani [mg.I"]
1Az1 - 1Az2 8,6 +0,2
1BzAl - 1BzA2 2,1+0,2
1BzB1 1991,9 + 0,2 1BzB2 113,7+0,2
Kde: AZ — smetanovy zakys; BZA — smetanovy zakys pro B vyrobu;
BZB — bujonovy zékys; 1 — odbér pred prokysanim; 2 — odbér po prokysani
Graf 7: Celkové koncentrace biogennich aminti u jednotlivych vzorka syra
prvni série
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s piidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 az 3 — den odbéru: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 60. den;

H — vys8i koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli
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Tabulka 4: Koncentrace biogennich aminti v zakysech druh¢ série

zakysy pired | koncentrace BA | zakysy po pro- | koncentrace BA
prokysanim [mg.I"] kysani [mg.I"]
2Az1 6,3+0,2 2Az2 7,7+£0,2
2BzAl 6,3+0,2 2BzA2 43,6 +0,2
2BzB1 1805,4 £ 0,2 2BzB2 3,7+£0,2

Kde: Kde: AZ — smetanovy zakys; BZA — smetanovy zakys pro B vyrobu;
BZB — bujonovy zékys; 1 — odbér pred prokysanim; 2 — odbér po prokysani

Graf 8: Celkova koncentrace biogennich amint u jednotlivych vzorkt syra

druhé série
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s piidavkem dekarboxylaza pozitiv-
niho kmene; 1 az 3 — oznacuje den odbérii: 1 — prvni den, 2 — tficaty den,

3 — Sedesaty den; H — vyssi koncentrace soli; L — nizsi koncentrace soli

6.3 Mikrobiologicka analyza

Cilem mikrobiologické analyzy bylo zjistit, jak se v prib¢hu zrani syrG méni zastoupeni vy-
branych skupin mikroorganismii u syrtt vyrobenych z komeréniho smetanového zakysu,
V porovnani se syry, k jejichZ vyrobé¢ byl pouzit zakys za piidavku dekarboxylaza pozitivniho

kmene.
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6.3.1 Vysledky stanoveni celkového po¢tu mikroorganismu

U A vyroby bylo mikrobiologickym rozborem zjisténo, ze celkovy pocet mikroorganismi
(CPM) u syrt s niz§Sim obsahem soli zpoc¢atku klesa a poté opét roste, kdezto u syrti s vySSim
obsahem soli téze vyroby tomu bylo naopak. U B vyroby CPM kolisal v rozmezi
(1,3 +0,2).10° KTJ.g u vzorku 1B1 az (3,5 + 0,2).10° KTJ.g™ u vzorku 1B3L po celou dobu

skladovani. Koncentrace soli neméla na CPM vliv (Graf 9).

U A vyroby druh¢ série byl pozorovan obdobny trend jako u A vyroby prvni série. U B vyro-
by doslo pouze ke snizeni CPM u obou typu soleni a od 30. dne skladovani byl CPM
v rozmezi (3,3 + 0,2).10° — (1,7 + 0,2).10° KTJ.g™* (Graf 10).

Graf 9: Grafické znazornéni zmén CPM v jednotlivych typech vzorku syri

prvni série
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s ptidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 az 3 — den odbéru: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vyssi koncentrace soli; L — niz8i koncentrace soli
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Graf 10: Grafické znazornéni zmén CPM v jednotlivych typech vzor-

ki syrd druhé série
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s ptidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 az 3 — den odbéru: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vyssi koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli

6.3.2 Vysledky stanoveni poctu enterokokii a koliformnich bakterii

U prvni série vyrob byly enterokoky stanoveny pouze prvi den odbéru u A vyroby v mnoZzstvi
(8,0 + 0,2).10* KJT.g™%. V ostatnich vzorcich bdhem skladovani nebyly enterokoky detekova-
ny. Koliformni bakterie byly stejn¢ jako enterokoky detekovany pouze prvni den odbéru A
vyroby vmmozstvi (2,5 + 02).10° KJIT.g%, ale také u B vyroby v mnoZstvi
(6,4 +0,2).10° KJT.g™.

U druhé série vyrob nebyly enterokoky prvni den detekovany u zadné z vyrob, avsak po mé-
sici zrani byly detekovany u vzorku 1A2L v mnozstvi (1,8 £ 0,2).10° KJT.g™, které po dalsim
mésici zrani vzrostlo na (7,7 + 0,2).10° KJT.g™. Koliformni bakterie byly detekovany prvni
den u vyroby A. Po 30 dnech skladovani doslo k naristu mnoZzstvi koliformnich bakterii. Na
konci doby skladovani jiz nebyly koliformni bakterie u vzorku A detekovany. Opaény trend
byl pozorovan u B vyroby, u které byly koliformni bakterie poprvé detekovany po 30 dnech
skladovani v rozmezi (7,9 + 0,2).10% — (3,7 + 0,2).10% KJT.g™ u vzorku 2B2L a 2B2H, aviak
dalsi dobou skladovani doslo k poklesu jejich po¢tu (Graf 11).
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Graf 11: Grafické znazornéni zmén poctu koliformnich bakterii
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s ptidavkem dekarboxylaza pozitiv-
niho kmene; 1 az 3 — den odbéra: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vyssi koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli

6.3.3 Vysledky stanoveni poctu mléénych koku

U smetanového zakysu z prvni série vyrob nebyly mlé¢né koky ptred prokysanim detekovany.
Po prokysani byly pfitomny v mnozstvi (1,7 £+ 0,2).108 KTJ.g?. U zékysu s piidavkem dekar-

boxylaza pozitivniho kmene doslo po prokysani ke sniZzeni jejich poc¢tu (Graf 12).

Analyzou vzorka syra prvni série bylo zjiSténo, Ze nejvétsi mnozstvi mlécnych koka bylo
1.den odbéru, které bylo v rozmezi (2,1 + 0,2).10° — (3,3 + 0,2).10° KTJ.g" (u vzorku 1A1
a 1B1). Béhem skladovani dochazelo u A vyroby K poklesu poctu, pfiCemz u syr s vyS$$im
obsahem soli byly poéty vyssi. Kone&né poéty mléénych kokii byly v rozmezi (1,4 + 0,2).10°
—(5,5+0,2).10°KTJ.g™". U B vyroby bhem skladovani nedoslo k vyraznému sniZeni. Poget
mléénych koki kolisal v rozmezi (9,3 + 0,2).10"— (4,1 £ 0,2).10° KTJ.g™ (Graf 13).

Analyzou zakyst uréenych k vyrobé druhé série syrt bylo zjisténo, Ze mnozstvi mlé¢nych
koku bylo celkové vyssi (pied i po prokysani) u zakysu s pfidavkem dekarboxylaza pozitivni-
ho kmene. Po prokysani do§lo u obou typt zakyst ke snizeni po¢tu mléénych koka (Graf 14).

U syri zdruhé série byl prvni den podet mléénych kokil vrozmezi (5,0 + 0,2).10" —

(1,8 £ 0,2).10° KTJ.g* (u vzorku 2B1 a 2A1). U B vyroby doslo nasledné k navyseni jejich
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poctu, ktery byl po celou dobu skladovani v rozmezi (1,7 + 0,2).10% — (2,5 + 0,2).108 KTJ.g™.

U syru A vyroby dochazelo s délkou skladovani ke snizovani poctu (Graf 15).

Pocet mikroorganismu [log KTJ/g]

Pocéet mikroorganismi [log KTJ/g]

Graf 12: Grafické znazornéni zmén v poctu mléénych koku v jednotli-

vych typech vzorkl zakysi prvni série
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Kde: AZ — smetanovy zakys; BZB — bujonovy zakys; BZA — smetanovy
zékys pro B vyrobu; 1 — odbér pted prokysanim; 2 — odbér po prokysani

Graf 13: Grafické znazornéni zmén v poc¢tu mlé¢nych koki v jednotlivych

typech vzorkli syrti prvni série

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
1A1 1B1 _ 1A2L1B2L _ 1A2H1B2H _ 1A3L1B3L _ 1A3H1B3H
Typ vzorku

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s pfidavkem dekarboxylaza pozitiv-
niho kmene; 1 aZ 3 — den odbéra: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vys§i koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli
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Graf 14: Grafické znazornéni zmén v poc¢tu mléénych kokd v jednotlivych

typech vzorkl zakyst druhé série
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Kde: AZ — smetanovy zakys; BZB — bujonovy zakys; BZA — smetanovy
zékys pro B vyrobu; 1 — odbér pted prokysanim; 2 — odbér po prokysani

Graf 15: Grafické znazornéni zmén v poctu mlé¢nych koki v jednotlivych

typech vzorka syru druhé série
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Typ vzorku

Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s piidavkem dekarboxylaza pozi-
tivniho kmene; 1 az 3 — den odbéru: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vys$§i koncentrace soli; L — niZ$i koncentrace soli
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6.3.4 Vysledky stanoveni poctu bakterii rostoucich na MRS agaru

U syri z prvni série byl pocatedni podet bakterii v rozmezi (1,0 + 0,2).10° — (1,5 + 0,2).10°
KTJ.g? (u vzorku 1A1 a 1B1). U A vyroby doslo v pribéhu skladovani k mirnému snizeni
poctu bakterii, ktery kolisal v rozmezi (1,6 + 0,2).10"— (5,0 + 0,2).10" KTJ.g?, pficemz pocet
bakterii byl niz$i u syra s vy$sim obsahem soli. U B vyroby zistal ftddoveé pocet bakterii po

celou dobu skladovani stejny (Graf 16).

U A vyroby druhé série byl pozorovan obdobny trend jako u A vyroby prvni série. Stejné
tomu tak bylo v ptipad€ vyroby B (Graf 17).

Graf 16: Grafické znazornéni zmén v poctu bakterii rostoucich na MRS agaru v

jednotlivych typech vzorkl syrii prvni série
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s pfidavkem dekarboxylaza pozitivni-
ho kmene; 1 az 3 — den odbért: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den; H — vyssi

koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli
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Graf 17: Grafické znazornéni zmén v poctu bakterii rostoucich na MRS aga-

ru v jednotlivych typech vzorkl syra druhé série
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Kde: A — kontrolni vyroba; B — vyroba s pfidavkem dekarboxylaza pozitiv-
niho kmene; 1 az 3 — den odbéra: 1 — 1. den, 2 — 30. den, 3 — 60. den;

H — vyssi koncentrace soli; L — niz$i koncentrace soli

6.4 Souhrnna diskuze

Béhem zrani syri holandského typu byly sledovany zmény obsahu vybranych skupin mikro-
organismu (mezofilni aerobni a fakultativné anaerobnich mikroorganismy (CPM), koliformni
bakterie a enterokoky, mlé¢né koky a bakterie rostouci na MRS agaru) u syri vyrobenych ze
smetanového zakysu a u syrit vyrobenych ze zakysu s ptidavkem dekarboxyldza pozitivniho
kmene Lactoccocus lactis subsp. cremoris a sou¢asné byl zkouman jejich vliv na tvorbu bio-
gennich aminti.

Cerstvé vyrobené syry prokysavaly pii laboratorni teplot& 21 + 2 °C do druhého dne. Pravdé-
podobné v disledku vyssi teploty doslo k jejich piekysani o ¢emz svéd¢i hodnota pH pohybu-
jici se okolo 4,7 — 4,8. Optimalni hodnota po prokysani by pak méla byt okolo pH 5,0, pii
které jsou bakterie rodu Lactococcus jesté schopny rustu. V disledku piekysadni mize dojit
k inaktivaci nékterych enzymi, podilejicich se na procesech zrani, coz miize mit vliv na vy-
slednou strukturu syrtt (mohou vznikat syry az drobivé konzistence), ¢i jejich senzorickou
jakost [21].

Smetanové zékysy uréené k vyrob& obsahovaly po prokysani 10”7 — 10° KTJ.ml" bakterii
mlécného kvaseni, pficemz vyssi pocty byly zaznamenany u zakysu s ptidavkem dekarboxy-

laza — pozitivniho kmene. Dle dostupné literatury se po¢et BMK v provoznich zakysech po-
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hybuje zpravidla v rozmezi 10° — 108 KTJ.mlI™* [6]. Poéty BMK v syrech byly prvni den ode
dne vyroby okolo 108 KTJ.g™ u viech vzorki, coZ s literaturou koresponduje. Ta uvadi mnoz-
stvi BMK 108 KTJ.g™ a vice [14].

U syra vyrobenych ze smetanového zakysu (syry A) pocet BMK v prib&hu zrani klesal, avsak
vys$si poCty byly detekovany u syrd s vys$§im obsahem soli. Stejny trend popisuje 1 Fox a kol.
[2]. Oproti tomu se lisi vyroba B (syry vyrobené s ptidavkem dekarboxyldza pozitivniho
kmene), u nichz nebyl zaznamenan vyrazny klesajici trend. V priubéhu zrani se pocet BMK
pohyboval okolo 10® KTJ.g™.

Klesajici trend (z pocatecniho poctu 10° na 10’ KTJ.g™") byl zaznamenan stanovenim bakterii
rostoucich na MRS agaru u syri vyrobenych ze smetanového zékysu (vyroba A), oproti sy-
rim vyrobenych s ptidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene (vyroba B), u kterych se tento
pocet v pribehu zrani témet neménil. Podle McSweeneyho a kol. [43] jsou nékteré laktobaci-
ly pasteraci inaktivovany, avSak jiné kmeny pfezivaji pasteraci a tyto se pak v prubchu zrani
mnoZzi, tudiZ by mél byt zaznamenan rostouci trend. Klesajici trend je moZné vysvétlit niz§imi
hodnotami pH u A vyroby, zpravidla pod pH 4,8 t€éméf neménnému poctu laktobacili u B
vyroby odpovida vyssi pH, které bylo okolo 5.

Enterokoky byly detekovany jen v ojedinélych ptipadech a v nizkém poctu. Pfitomnost ente-
rokokt byla zjiSténa zejména u vzorki se snizenym poctem laktobacilii. Timto byly potvrzeny
jisté studie, ve kterych bylo zjisténo, Ze n¢které kmeny rodu Lactobacillus brani rastu entero-
kokt v syrech v disledku omezeni Zivin [14].

Chromatografickou analyzou byla stanovena celkova koncentrace biogennich amini. U sme-
tanového zakysu prvni série nebyly pfed prokysanim detekovany BA, stejn¢ jako nebyly de-
tekovany mlécné koky, které v dobé mikrobiologické analyzy pravdépodobné nebyly jesté
aktivni, pficemz tento jev se dal predpokladat. Po prokysani smetanovych zakysi byly celko-
vé koncentrace BA zanedbatelné (< 10 mg.l™). Zakys vyrobeny z bujonu obsahoval BA
v koncentraci 1991,9 mg.I™. Tato vysoka hodnota je dana dekarboxylazovou aktivitou kmene
Lactoccocus lactis subsp. cremoris, ktera v prubéhu prokysavani klesla, z divodu nizsi kon-
centrace Zivin, zejména aminokyselin, ¢Gimz klesl i obsah BA na 113,7 mg.I"". Obdobny trend
byl i u zakysi druhé série.

Celkova koncentrace BA u A vyroby prvni série byla vyssi nez hodnoty biogennich aminti
u B vyroby, cozZ je vysledek opacny oproti piedpokladanému. Tato vyroba (vyroba 1A) byla
pravdépodobné sekundarné kontaminovana béhem procesu laboratorni vyroby syri. Pro mi-

nimalizaci sekundarni kontaminace by bylo vhodné pouziti germicidni lampy, ochrannych
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pomucek béhem procesu vyroby, zejména rousky, rukavice, ¢i pokryvky hlavy. Dale u obou
vyrob bylo zpozorovano, Ze vyssi koncentrace BA byly zejména u vzorkl s niz§im obsahem
soli. Vliv koncentrace NaCl na celkovy obsah BA vSak nelze jednozna¢né oznacit, vzdy zale-
zi na vztahu konkrétniho biogenniho aminu s konkrétni mikroflérou. U druhé série vyrob byla
celkova koncentrace BA vyssi u B vyroby. U obou vyrob byl v pribéhu zrani pozorovan ros-
touct trend koncentrace BA. Rostouci koncentraci BA v prib&hu zrani lze vysvétlit naptiklad
vznikem volnych aminokyselin probihajici prostfednictvim biochemickych procesu. Z téchto
volnych AMK pak ¢innosti dekarboxylaza pozitivnich mikroorganismi biogenni aminy vzni-
kaji [18].

Z osmi analyzovanych biogennich amint byl nejvice zastoupen tyramin. U vSech vyrob byl
V priubéhu zrani zaznamenan rostouci trend koncentrace tyraminu a jeho vySsi hladiny byly
detekovany zejména u syra s niz§im obsahem soli, tedy do 2 %. Ze studie od Buiikové a kol.
[47] vyplyva, Ze produkce tyraminu byla zjisténa i u technologicky vyznamnych BMK jako je
zejména Lc. lactis subsp. lactis a Lc. lactis subsp. cremoris, u nichz byla zjisténa vyssi pro-
dukce tyraminu v prostiedi do 2 % NaCl [3], coZ koresponduje s nasimi vysledky. Tato kon-
centrace je bézn¢ vyuzivana jak pro vyrobu syrt holandského typu, tak i1 pro Svycarské syry.
Vysoka koncentrace tyraminu mohla byt dale zptisobena nezédkysovymi BMK, zejména u A
vyroby prvni série. U syru holandského typu jsou pak ¢asto izolovany kmeny rodu Lb. curva-
tus u kterych byla prokazana dekarboxyldzova aktivita. Tyto bakterie jsou schopny produko-
vat za vhodnych podminek tyramin a putrescin v mnoZstvi vy$$im nez 100 mg.1™* [10], coz
také vysvétluje vyssSi koncentrace putrescinu u A vyroby, jez dosahovaly hodnot az
257,7+2 mgkg™.

Histamin byl detekovan v zanedbatelnych koncentracich u vSech analyzovanych syri, presto-
ze publikace od Komprdy a kol.[31] popisuje histamin jako biogenni amin V syrech se hojné
vyskytujici.

Vysoké koncentrace kadaverinu byly zaznamendny zejména u B vyroby druhé série, které
mély rostouci trend. Z po&atecnich 62,9 az na 364,4 mg.kg™. Greif a kol. [45] uved], Ze nekte-
ré kmeny rodu Enterobacter produkuji vice kadaverin a histamin v prosttedi s 1,2 az 3,0 %
NaCl. U této vyroby, jakoZto jediné, byly detekovany koliformni bakterie, ¢imZz mize byt
vysoka koncentrace kadaverinu vysvétlena. U ostatnich analyzovanych vzorkl byly tyto kon-

centrace nizké, coz je pro syry holandského typu typické [32]
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Spermin a sperminin nebyly u zadné z vyrob detekovany. Tyto polyaminy jsou piirozenou
soucasti mléka, proto se jejich produkce obvykle nepfipisuje pfitomnym mikroorganismim,

ale predpoklada se, ze pochazi z piivodniho materialu [46].
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ZAVER
V ramci bakalaiské prace byl zalozen experiment, jehoz cilem bylo porovnat zastoupeni jed-
notlivych skupin mikroorganismti a obsah biogennich amind ve vyrobenych syrech holand-

ského typu za pridavku dekarboxylaza pozitivniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris

se syry vyrobenych ze smetanové kultury.

Prakticka ¢ast zahrnovala zraci pokus syrt holandského typu pfi teploté skladovani 10 + 2 °C.
V priibéhu zrani syrit byla provadéna mikrobiologickd analyza vzorki, kterou bylo zjisténo

nasleduyjict:
e celkovy pocet bakterii mlé¢ného kvaSeni se v pribéhu zrani syrti vyrobenych ze sme-
tanové kultury snizuje, zatimco u syrti vyrobenych za piidavku dekarboxylaza pozitiv-

niho kmene neni klesajici trend zietelny

e pocet bakterii rostoucich na MRS agaru a celkovy pocet mikroorganismu u syrit vyro-
benych ze smetanové kultury v pribéhu zrani klesa, kdeZto u syrt vyrobenych za pfti-
davku dekarboxylaza pozitivniho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris je tento

pocet témét konstantni,

e pocet koliformni bakterii se v prib¢hu zrani snizuje, kdezto pocet enterokokti v pribe-

hu zrani kolisa, avSak v zavéru zrani jsou hodnoty obou skupin zanedbatelné,

e celkova koncentrace biogennich aminti v pribéhu zrani roste u vSech analyzovanych
syri, pricemz konecné hodnoty by mohly mit negativni vliv na konzumentovo zdravi.
Nejvice detekovanym biogennim aminem byl dle ofekavani tyramin, piicemz jeho

nejvyssi detekované mnozstvi bylo 464,5 + 2 mg.kg™

Zavérem bakalaiské prace lze fici, Ze vyS$i koncentrace BA jsou v disledku vy$S§iho mnozstvi
detekovanych mikroorganismd, u kterych jiz diive byla prokazana pozitivni dekarboxylazova
aktivita. Tento jev byl prokdzan zejména v druhé sérii vyrob, kde celkové koncentrace BA
u syrt s ptidavkem dekarboxyldza pozitivniho kmene byly vyssi nez u syrli vyrobenych za
pouziti komeréni smetanové kultury. Ackoli znacna pozitivni dekarboxylazova aktivita je
mikroflory, je nutné dal$i zkoumani téchto mikroorganismi a jejich dekarboxylazové aktivity

a pro samotnou vyrobu zabezpe€it vhodné hygienické podminky a vybér mikroorganismi

cvwvr
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BA Biogenni aminy

BMK  Bakterie mlé¢ného kvaseni

CPM  Celkovy pocet mikroorganismu

ENDO Endtv agar

HPLC Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (highperformance liquid

chromatography)
Lb. Lactobacillus
Lc. Lactococcus

M17 M17 agar

MK Mastné kyseliny

MRS  Rogostv a Sharptv agar
PCA Plate count agar

SB Slanetz — Bartley agar
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PRILOHA |: SLOZENI KULTIVACNICH MEDIi

Puda Navazka [g] Voda [ml] Ostatni prisady

SB 18,6 400 -

PCA 9,4 400 -

M17 15,7 400 Agar (69)
Laktoza (2g)

ENDO 16,6 400 -

MRS 20,06 400 Agar (69)
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