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ABSTRAKT

V ramci praktick¢ Casti bakalaiské prace byl zalozen skladovaci pokus s vybranymi
platkovymi a blokovymi syry holandského typu. V jednotlivych vzorcich byl sledovan
vyvoj celkového obsahu biogennich aminl v zadvislosti na dob¢ skladovani a upravé
(baleni) vzorkd. Ve zvolenych ¢asovych intervalech byly vzorky také podrobeny z&kladni
chemické analyze, kde byly stanoveny obsahy suSiny, NaCl a hodnoty pH. Obsahy
biogennich amina byly detekovany pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie.
Sledovano bylo celkem 8 vybranych amint. Béhem skladovani byly detekovany pouze
tyramin, phenylethylamin a putrescin. Z piedlozené prace vyplynulo, Ze doba zrani, baleni
a skladovani ma pfirozeny vliv na rist koncentrace biogennich amint. Bylo prokazano, ze
zejména zpisob baleni vyrobkd méa vliv i na hodnoty pH, které v nékterych ptipadech

mohou ovlivnit celkovy obsah biogennich amint.

Klicova slova: syr holandského typu, biogenni aminy, chemické metody, doba zrani a

skladovani

ABSTRACT

In the practical part of the bachelor thesis there was founded a storage experiment with the
selected sliced and block Dutch-type cheese. In each of the samples there was monitored
the total content of biogenic amines development depending on the storage time and the
samples processing (packaging). The samples were also subjected to a basic chemical
analysis at selected time intervals where the dry matter content, NaCl and pH value were
determined. Biogenic amines contents were detected by the high effective liquid
chromatography. There were monitored eight of the selected amines in total. During the
storage there were detected only tyramine, phenylethylamine and putrescine. From the
presented work has emerged that the period of ripening, packaging and storage has a
natural influence on the concentration of biogenic amines growth. It has been demonstrated
that particularly the method of products packaging has an influence on the pH value which

in some cases can affect the total content of biogenic amines.

Keywords: Dutch-type cheese, biogenic amines, chemical methods, ripening and storage

period
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UvoD

Ptirodni syry z nizkodohtivané syfeniny, tvoii velkou cast produkce vyroby syru.
Do této komodity patii zejména eidamsky blok a eidamska cihla. Jedna se o potraviny
s vysokym obsahem proteind, ktery tvoii zakladni pilit lidské vyzivy. Krom¢ proteint jsou

zdrojem lipidd, vitamin® a mineralnich latek.

Biogenni aminy se piirozené¢ nachazeji v mnoha potravinach, zejména pak v cerstvém
ovoci, zelenin€ a ovocnych $tavach. Velkou skupinu potravin spojené se vznikem
biogennich amini tvoii fermentované vyrobky rostlinného a zivocisného ptivodu. Syr tak
predstavuje vhodné prostiedi pro tvorbu biogennich amint z divodu dostupnosti volnych
aminokyselin a pfitomnosti bakterii s dekarboxylazovou aktivitou. Tato aktivita se
predevsim pfifazuje ¢eledi Enterobacteriaceae, laktobacilim a mikrokokum. Vyskytuji se
V potravinach, které byly vystaveny mikrobidlni kontaminaci, a proto se mohou pouzivat
jako ukazatele kontroly hygienické Grovné potravin. Biogenni aminy vzdy nepiedstavuji
potencialni riziko pro spotiebitele, na druhou stranu slouzi piiznivé jako prekurzory pro
vznik hormont, jsou zdrojem dusiku aj. Nebezpeci se objevuje zvlasté u vnimanych osob
spojené se zvySenim koncentrace biogennich amini. Mohou pak zplsobovat fadu

toxickych, karcinogennich a teratogennich onemocnéni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

. TEORETICKA CAST

10



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 SYRY HOLANDSKEHO TYPU A JEJICH VYROBA

Syr je jednim z nejstarSich druhd potravin vyrabénych ¢lovékem. Prvni diikazy o syrech

se vyskytli z obdobi kolem roku 3000 pi. n. 1. v sumerském rukopisu [1].

V Ceské republice mezi nejoblibengjsi syry s nizkodohiivanou syfeninou, patii syry typu
eidamska cihla a eidamsky blok, které tvofi vice nez polovinu celkové vyroby piirodnich
syru. Velka c¢ast této produkce vSak dosahuje kratké doby zrani. Minimalni doba zrani
se pohybuje okolo 3 tydnii, coZ se pfiznivé projevuje na cené, ale na druhé strané nedojde

k rozvinuti pozadovanych organoleptickych vlastnosti napt. barvy, chuti a ving [2].

1.1 Technologické operace

Syr je mlécny vyrobek vyrobeny vysrdzenim mlééné bilkoviny za pusobeni syfidla
popiipad¢ jinych koagulacnich c¢inidel, naslednym prokysdnim a oddélenim podilu
syrovatky (v dasledku synereze) za vzniku hmoty zrnitého charakteru. Po vylisovani,
soleni a ur¢ité dobé zrani vznika vyrobek s charakteristickou vini, chuti a nutricni

hodnotou [3,4].
1.2 Priprava mléka

1.2.1 Pozadavky na jakost syrového mléka

Mléko pouzivané k vyrobé syrt, se musi laboratorné vysetfit. Dlraz je kladen ptrevazné
na mikrobidlni jakost, kterd ovliviluje trvanlivost a technologické vlastnosti suroviny.
Sleduji se celkové pocty mezofilnich mikroorganismi, déale pocty koliformnich,
termorezistetnich a psychrotrofnich mikroorganismt a sporotvornych anaerobnich bakterii.
Celkové pocty mikroorganismi pii 30 °C by nemély piekro¢it 100 000 KTJ/ml [31].
Pokud by byly ptekroceny pozadované limity, mohlo by dojit k rozvoji kontaminujici
mikroflory a spotiebé riistovych faktorii (vitamint a jinych biogennich latek), coZ by mimo

Jiné v kone¢ném dusledku zptisobilo $patné pomnozeni syraiskych kultur [5,6].

Dalsi kritérium, které by mélo mléko spliiovat, jsou pocty somatickych bunék. Jejich obsah
by nemél byt vyssi jak 400 000 bunek/ml [31]. Pfi vysSim poctu by se zhorSovala kvasnost
mléka. Vys$§i mnozZstvi somatickych buné€k mize byt zplisobeno hore¢natym onemocnénim

nebo sekre¢nimi poruchy mlécné zlazy [4,5,6].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

Kvasnost udava, zdali jsou v prostfedi mléka vhodné podminky pro rust pfidanych ¢istych
mlékatskych kultur. Syfitelnost a kvasnost vyjadiuji vlastnosti mléka pti vyrobé syra.
Zejména pak syritelnost je ovlivnéna Spatnym zdravotnim stavem dojnice, coz vede
ke snizeni obsahu vapniku, vytvaii se mnoho submicel a tim jsou kaseinové micely malé.

MIéko se pak hiife srazi [4,7,9].

vvvvvv

zejména obsah a formy vépniku v mléce, protoZe aktivita Ca®* iontd ma vliv na sladké
srazeni a vlastnosti syfeniny pii vyrobé. RozliSujeme aktivni kyselost a titrani kyselost.
V cerstvém mléce aktivni kyselost nemé velky vyznam, protoZze zmény fermentace laktosy
jsou tak mal¢, ze méfenim pH je nelze pfesné rozpoznat, proto se pouziva titra¢ni kyselost,

ktera je ptesnéjsi [7,34].

Aktivni kyselost piedstavuje pH mléka. U Cerstvého mléka je pH v rozmezi 6,6-6,8. Pfimo
urCuje vliv kyselosti na slozky mléka. Ve slabé kyselé oblasti je malo citlivd na tvorbu
kyselin mikroorganismy, protoze mléko vykazuje proti zméné¢ pH pufracni vlastnosti,
Kterd je dana piitomnosti pufrii jedna se napi. o kyselinu fosfore¢nou a citronovou nebo
0 mlé¢né bilkoviny. Hodnota pH se meéni v pritbéhu laktace a patologickych zménach

mlééné Zlazy (mastitidach) [6,34].

Titraéni kyselost je spotieba odmérného roztoku NaOH k neutralizaci kysele reagujicich
latek ve 100 ml mléka na fenolftalein. Jedna se o obsah kyselych latek v mléce z tohoto
divodu je citlivd na zvySujici se obsah kyseliny mlécné mikrobidlni ¢innosti. Ve stiedni
Evropé se stanovuji podle metody SH (Soxhlet Henkela). Mléko od zdravych a dobie
krmenych dojnic se pohybuje mezi 6,2-7,8 °SH [5,6,7,32].

1.3 OsSetireni mléka pred vyrobou syru

Pro zajisténi zdravotni nezavadnosti a trvanlivosti je nutné mléko vycistit a pasterovat.
Miléko se cCisti na odstfedivkach. K tomuto UCelu mohou slouzit Cistici odstiedivky
(produktem je vycistené mléko). Na druhou stranu také ucinkem odsmetanovacich
odstiedivek dochazi k ¢isténi mléka (produktem je zde vSak odstiedéné mléko a smetana)
[4]. Dale je mozné mléko také baktofugovat pro snizeni po¢tu ptitomnych spor [4,7].

Podminky pasterace urCuje teplota a doba jeji vydrze, aby byly co nejméné ovlivnény
fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti mléka. Pfi pasteraci dochazi k bezpe¢nému

usmrceni veSkerych choroboplodnych zarodkl a vétSiny vegetativni mikroflory. Pasterace
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vede ke zniceni 99-99,5 % saprofytick¢ mikroflory. Pro vyrobu syrti se pouziva Setrna

pasterace. Mléko se zahtiva na teplotu 72-75 °C po dobu 15-20 s [8,9].

Uprava tuénosti mléka je dal§im nezbytnym krokem pied zahajenim vlastni vyroby
pfirodnich syri. Pro urcité typy syra jsou dany hodnoty tuku v susin¢€. Obsah tukuprosté
susiny (zejména bilkovin) je v prub&hu roku nestabilni mimo jiné v zavislosti na ro¢nim
obdobi a krmné davce. Proto se pii standardizaci musi brat zietel na pomér tuku a bilkovin.

Je-li vyssi obsah bilkovin, je nutné upravit i obsah tuku respektive ho zvysit a naopak [4,6].

1.4 Uprava mléka pied zasyfenim

Pii pasteraci dochazi ke zméné poméru mezi koloidnimi a rozpustnymi formami véapniku
atim ke zhorSeni syfitelnosti mléka. K obnove syfitelnosti se proto do mléka piidava

rozpustny vapnik ve formé nasyceného chloridu vapenatého v davce 5-20g/100kg mleka
[6,9].

Déle je mozny ptidavek dusi¢nanu draselného zvlasté pii vyrobé syrt s nizsi kyselosti,
aby se zamezilo dufeni, zptsobené napf. koliformnimi mikroorganismy. Pfidava se asi 10g
na 1001 mléka. V poslednich letech se vedou rtuzné diskuze o vhodnosti pouziti dusi¢nanu
draselného a to z divodu mozného vzniku sekundarnich amint, protoze po redukci
na dusitany muze dojit ke vzniku nitrosaminii a nebo k reakci s tyrozinem za vzniku
barevnych vad. Hledaji se rlizné alternativy, jak omezit pouZiti dusi¢nanu draselného, napf.
pridavkem nékterych rodl laktobacild, kteti vytvareji konkurencni prostfedi pro koliformni

mikroorganismy [5,6,7].

Pro zlepSeni barvy syrii se pouzivaji riznd potravinaiska barviva napt. karoten nebo
extrakt ze semene rostliny Bixaorellana. Pfidavaji se béhem technologické procesu bud’

piimo do mléka, nebo do syfeniny [5,6].

Ptidavek zékysovych kultur slouzi k upravé kyselosti mléka pied syfenim. Pro zlepSeni
senzorickych vlastnosti zejména prostfednictvim tvorby kyseliny mlééné a dalSich
organickych kyselin. Pfidavek kultur se uplatiiuje i v prib&hu zrani pfedev§im ma vliv na
proteolyzu a lipolyzu. Primarni funkci zakysovych kultur je metabolizovat laktosu na
kyselinu mlé¢nou, kterd napoméha k uvolilovani syrovatky béhem vyroby. Jsou dodavany
v riznych formach napf. jako koncentrované lyofilizované nebo hlubokozmrazené
pro zaockovani provozniho zakysu nebo pro piimé zaockovani mléka ve vyrobniku.

Pro vyrobu syrt s nizkodohiivanou syfeninou se pouziva zejména smetanovy zakys neboli
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mezofilni kultury, které jsou slozeny z mezofilnich kokii rodd Lactococcus a Leuconostoc.
Prevazuji zejména kyselinotvorné koky Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus
lactis subsp. cremoris. Druhou slozku tvofi aromatvorné koky zastoupeny rodem
Lactococcus lactis subsp. biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesonteroides subsp.
cremoris [6,8,28].

1.5 Vlastni syreni

Pro optimalni zasyfeni je nutné zajisténi vhodné teploty syfeni a to okolo 31 °C. Pokud
by doslo ke zvyseni teploty, doslo by ke vzniku tuhé syfeniny a na povrchu zrna by se

vytvoftila kozovita blanka, coz by zptsobilo zhorSeni odvodu syrovatky [4].
Vlastni syfeni je zalozeno na ptidavku sytfidla, ma tii faze:

Primarni faze — princip spoéiva v enzymatickém S$tépeni k-kaseinu mezi 105. a 106.
aminokyselinou, vznikd hydrofobni para-x-kasein a hydrofilni glykomakropeptid (k-
kaseinmakropeptid). Dochéazi nejprve ke snizeni viskozity mléka, zplisobené Spatnym
shlukovanim micel. Micely snizkou odpudivou silou se zadinaji znovu spojovat a
polymerovat, coZ je chemicka reakce, pii které z jednoduchych molekul vznikaji polymery,

za soucasné¢ho dosahovani rovnovahy hydrofobnimi vazbami [6,33].

Sekundarni faze — koagula¢ni faze, vznika polotuhy koagulat neboli gel. Je nutné zajistit
vhodnou teplotu (mirn€ nad 30 °C), pfi teplotdch pod 10 °C by nedoSlo ke koagulaci.
Je nutnd ptitomnost volného vapniku, ktery snizuje negativni naboj micel a tim se

urychluje spojovani destabilizovanych micel [6,33].

Tercialni faze — se uplatiiuje pii proteolyze kaseinu v pribéhu zrani. Dochazi ke $tépeni

kaseinu zbytkovym obsahem syftidla [9,33].

Syfidlo se ptidava ve formé& roztoku, ve vypocitaném mnozstvi potfebného k zasyifeni
upraveného mléka. Nasleduje dukladné promichani a ponechani mléka v klidu. Doba

koagulace je v priméru 30 minut [5,6,9].

Pouzivaji se zivo¢isna syfidlaze slezu sajicich telat. Hlavnim enzymem je enzym
chymosin, u starSich zvifat prevlada enzym pepsin. Uplatiiuji se i mikrobialni syfidla. Z
mikroorganismi nasly uplatnéni napf. Rhizomucor miehei a Endothia parasitica.
Celosvétova produkce syru je natolik velka, Zze dochazi k nedostatku chymosinu. Tento
problém lze feSit pouzitim rekombinacniho chymosinu, ktery se ziskdva vnesenim genu

pro chymosin do produkéniho mikroorganismu jde napf. o Aspergillus niger,
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Kluyveromyces marxianus var. lactis a Escherichia coli. Diive se pouzivala rostlinna
syfidla z rostlin fikovniku, moruse Cynara Cardunculus v sou¢asnosti se pro vyrobu syra
nehodi, protoze zpusobuji rychlou proteolyzu bilkovin a negativné ovliviiuji smyslové

vlastnosti syfeniny [16,17].

1.6 Zpracovani syreniny

Sytenim mléka ziskdvame pevnou a porcelanovou srazeninu, kterd zadrzuje veskerou vodu
(volnou, kapilarni a hydratacni) po urCitou dobu. Zakladem této operace je pfipravit
syfeninu o piedepsané velikosti zrn (vlassky ofech, liskovy ofech, hrach, obilka),

vlastnostech a oddéleni urcitého mnozstvi syrovatky v zavislosti na druhu syra [5,6,9].

Zpracovani srazeniny zacina krajenim, je-li sprdvna tuhost gelu. Krajeni se provadi
systétmem vodorovnych a svislych nozi a ocelovych strun uloZzenych do ramu — harfy.

Proces krajeni byva pln¢ automatizovany [6].

Zacatek krajeni by mél byt pomaly s naslednym pfidavanim otacek, ktery vede ke
zmenSovani zrna za souasného oddéleni potiebného mnozstvi syrovatky. Cim mensi je
vzniklé syratfské zrno, tim se odde€li vétsi podil syrovatky. Tento proces trva nejméné 15

minut [6,9].

Doba michéani zrna v syrovatce se pohybuje okolo 20 minut. Mélo by byt opatrné, zrno
je jesté kiehké, mize se rozbit na syraifsky prach, ktery odchazi do syrovatky a nasledné
se snizi vytéznost. Dochézi k vytuZeni, ¢im se zvysi pevnost pokozky. Zrno by mélo byt
dikladné promichdno, dochazi tim k vytuzovani zrna a intenzivni synerezy, nasledné

se zabrani jeho usazeni na dno vyrobniku [3,4,6].

U syru s nizkodohtivanou syfeninou dochazi k odpusténi asi 20-30 % podilu syrovatky.
Pied vlastnim dosouSenim musi dojit k dikladnému vymichéani, protoZze odpousténi
syrovatky se provadi bez michani a mohlo by dojit ke slepovéni zrn. Doba vymichani

ovliviiuje konecny obsah suSiny a konzistenci vyrobku [7,9].

Ugelem dohtivani syfeniny je odloudeni zbytku kapilarni vody &¢imZ se zvySuje susina.
U nizkodohfivanych syrt s tukem v susin¢ 30 %, se zvySuje teplota z pocatecni syfici
na teplotu 36-37 °C. Dohfivani se uskute¢iiuje pomalym ptimym ptidavkem technologické
vody o teploté 60-90 °C. Dohiivani by m¢lo byt v intervalu 2°C za 3 minuty, celkova doba

by méla trvat v priméru 10 minut v zavislosti na teploté technologické vody [6,7].
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Pti prani zrna dojde k dalSimu odvodu syrovatky spolu s laktosou. Laktosa zadrzena
Vv syfening je preménovana na kyselinu mléénou prostfednictvim kvaseni, které ovliviiuje
chut’ a vlini. Kvaseni je pfevazné ¢innosti mikroorganismt. Pokud by se vyloucil proces
prani, vznikalo by velké mnozstvi kyseliny (v disledku vysoké pocatecni koncentrace
laktosy), coz je pro vyrobu eidamské cihly a eidamského bloku nevhodné, protoze by
dochdzelo neumérnému piekysani. Mohli by vznikat i jiné kvasné pochody kyseliny

mlé&né [5,6.9].

Dosouseni predstavuje posledni proces zpracovani syfeniny. Jednd se o udrzeni dosazené
teploty za stadlého michéani. Pokud by doslo k omezeni michani nebo aZ jeho zastaveni
vznikaly by slepence zrn. Doba dosouseni je rozdilna pro kazdy typ syra, mélo by trvat tak

dlouho az ma zrno spravnou kyselost. U nizkodohtivanych syrt se dosousi asi 20-60 minut

[7.,9].

Konec dosouseni se muze uréit stiskem zrna v dlani, tim se odlisuje zbytek volné vody,

kdy vznikne podlouhly valec a mirnym tlakem se opét rozpadne na jednotliva zrna [4,5].

1.7 Tvarovani a lisovani syfeniny

Odpovida typu a poZzadovanému tvaru. Zrno se musi Setrné€ vypustit v syrovatce do lisovaci
vany, bud’ samospadem do ocelovych, nebo plastovych tvoritek, které jsou perforovang,

ke snadngjSimu odchodu syrovatky. Nebo se zrno vypousti specialnimi ¢erpadly [6].

Lisovanim dochazim k dal$imu a rychlejsimu odvodu syrovatky. Lisovani by mélo byt
pomalé s postupnym narustajicim tlakem okolo 0,005-0,04 MPa. Celkova doba lisovani
je 60 minut. Pokud by pocateéni tlak byl vysoky, dojde k uzavienipovrchu syra a
vytvofeni kdry syra a tim zabranéni odtoku syrovatky. Naopak nedojde-li ke
sprdvnému uzavieni povrchu, muze byt zdrojem kontaminujici mikroflory napft. piezivajici
v solné¢ lazni. Cilem lisovani je vytvarovat syrové zrno do pozadovan¢ho tvaru a po
ukonceni procesu lisovani zajistit, aby syr po vyjmuti z lisovaci vany mé¢l pH 5,5
[3,6,11,34].

1.8 Soleni syri

Soleni zajistuje prostiedi, které syru doda slanou chut a zlepsi konzistenci. ZvySenim

osmotického tlaku dojde k dalsimu odvodu syrovatky. Béhem soleni se zbrzdi nebo tGplné
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zastavi kysani a ovlivni se pribéh zrani. Obsah soli zavisi na dobé& ponofeni v solné lazni.

Pohybuje se od nékolika hodin do nékolika dni v zavislosti na velikosti syroveho bloku.

V dnes$ni dobé se soleni provadi v solnych laznich. Je nutné sledovat parametry solné
lazné:

e Koncentrace — 16-22 % NaCl

e Teplota—10-22 °C

e Kyselost — pH 4,8-5,4 dle druhu syra

Sul prostupuje od povrchu syra az k jeho stfedu. Nejvyssi obsah soli je v pokozce syra,
kterd4 prostupuje pod povrch za vzniku solného prstence. Vyrovnani obsahu soli v celé
hmoté syra dochazi v prubéhu zrani. Jestlize by obsah soli v susing, byl vétsi v krajové
¢asti nez uvniti, doSlo by v pribéhu zrani k ovlhnuti povrchu syra pod zracim obalem
[6,9,11].
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2 ZRACI PROCESY PRIRODNIHO SYRA

Zmény, které nastanou v prubéhu zrani, jsou zodpovédné za charakteristické aroma a
texturu syra. Nejbeéznéjsi doba zrani u holandskych typt syra se pohybuje od 3 tydna do
nékolika mésict. Mira zralosti je pfimo umérnd vlhkosti syra a nepiimo se vztahuje
k obsahu soli. Zmény nastavajici béhem zrani jsou vizualn¢ znatelné a pro spotiebitele

maji zna¢ny vyznam [10].

Pii zrani dochazi k biochemickym, mikrobialnim, strukturalnim, fyzikalnim a smyslovym
zménam, které se vyskytuji béhem vyroby a skladovani. Skladovani mulze ovliviiovat

kvalitu v zavislosti na vihkosti a baleni [10,17].

Zréni je katalyzovano metabolickou aktivitou zivych mikroorganismu a jejich enzymt,
dale aktivitou koagulatu, tedy enzymem chymozinem. Enzymy mléka maji znaény vliv
na zrani zejména pak plasmin, lipazy, kyselé fosfatazy a xantinoxiddza. Vétsina ptivodnich

enzymu je termostabilnich, odolavaji pasteraci [17].

2.1 Preména laktosy na laktat a jeho reakce

Preména laktosy na laktat se uskuteciiuje asi do tydne po vyrobé. Pfeména je zpiisobena
zakysovymi kulturami. Asi 96 % laktosy v mléce je odstranéno v syrovatce jako laktosa
nebo laktat. Holandsky typ syra obsahuje asi 3 % laktosy, v pribéhu zrani se obsah snizuje
az na nedetekované hladiny. Laktosa ptimo ovliviiuje chut a pH syra. Metabolismus
laktosy je nezbytny pro vyrobu kvalitniho syra, protoze pfitomnost zkvasitelnych sacharidt
mize vést k rozvoji nezadouci mikroflory. Laktat v syrech miZe byt oxidovan na acetat
dale na kyselinu propionovou, octovou, oxid uhli¢ity, vodu ptipadné muize byt pfeménén
na jiné slouceniny. Oxidace zavisi na dostupnosti O, velikosti bloku a kysliku
propusténého pies obalovy materiadl. Rozkladem laktosy na laktat dochazi k odkyselent,
které prostupuje od povrchu syra az do centra bloku a piisobici laktat brani ristu

nezadoucich mikroorganismii [10,17].

2.2 Lipolyza

Tuk je jednou z hlavnich slozek ve vétsin€ syrl, s vyjimkou nizkotuénych syri. Ptispiva
pfimo i1 nepfimo na reologické vlastnosti, texturu a chut’ vyrobkli. Béhem zrani miize
dochazet k uvoliovani mastnych kyselin z triacylglycerolti. Vysoké hladiny volnych

mastnych kyselin mohou zpusobit Zluknuti tukti. Rovnéz ptisobi jako prekurzory pro fadu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

tékavych latek napt. methylketoni, sekundarnich alkohold, laktonli, esterti a thioestert
[17].

2.3 Proteolyza

Proteolyza zahrnuje hydrolyzu kaseinu vedouci krozkladu peptidd az na volné
aminokyseliny. Vyvoj syrové chuti je ovlivnén uvoliiovanim aminokyseliny, které jsou
prekurzory pro vznik senzoricky aktivnich latek ve vSech tvrdych typech syra. Nadmérnou
akumulaci hydrobnich peptidi vznika hotka ptichut’ syra. Proteolyza se uplatiiuje asi za

10-16 dnti po pfeméné laktosy na laktat [17,18,34].

2.3.1 Katabolismus aminokyselin

Katabolismus volnych aminokyselin hraje urcitou ulohu ve vSech typech syra, zejména
maji hlavni vliv na rozvoj chuti. Katabolismus zahrnuje deaminaci, transaminaci,
dekarboxylaci, desulforaci a hydrolyzu aminovych fetézcu kyselin. Deaminace je proces,
ve kterém dochazi ke ztraté NH; a vznikaji karbonylové kyseliny, estery a alkoholy.
Transaminace je d¢j, kdy vznikaji z oxokyselin aldehydy za souasné ztraty CO,
Dekarboxylace zahrnuje pfeménu aminokyselin na odpovidajici amin a ztratu CO,.
Desulforaci vznikaji rizné produkty, jedna se o slou¢eniny obsahujici siru. Amoniak jako
vysledny produkt z mnoha téchto reakci, ptispiva k ovlivnéni pH béhem zrani. Zména pH
ma vliv na strukturu syrd, stabilitu a ¢innost mnoha enzymi. Pfitomnost primarnich amint
v syrech mize odpovidat podminkam jednoduché dekarboxylace, ackoli vznik
sekundarnich a terciarnich amint je obtizné vysvétlit. Hlavnim zastupcem amint v syrech

je tyramin. Aminy pfitomné v syrech se chovaji jako biologicky aktivni latky [12,17,22].

2.4 Faktory ovlivitujici zrani

Prostfednictvim znalosti chemie, biochemie, mikrobiologie je mozné vyrdbét syry s
prijatelnou kvalitou, i kdyz pozadované kvality nemusi byt vzdy dosazeno, z diivodu
selhani nékterych klicovych parametrl pii vyrobé, které maji vliv na slozeni a zrani syra.
Zmény probihajici béhem zrani syrt jsou vyrazné ovlivnény skladovacimi podminkami
(zejména dobou, druhem obalového materialu, teplotou zrani). Intenzita zmén zavisi na
pouzivanych procesech (distribuce soli, zadrzeni syfidla), mikrobiologii a sloZeni syra.

Zvyseni teploty zrani urychluje vSechny zraci zmény a reakce. Mlze dojit k Zadoucim
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projevim (vyvoj typické chuti), ale také k nezddoucim (fyzikalni zmény — pevnost,

roztaznost) [10,17].

Zréani syri je pomaly a velmi nakladny proces spojeny s nutnou kontrolou teploty a
relativni vlhkosti. Mohou se pouzivat nékteré postupy k urychleni zrani napt. ptridavek
startérovych kultur, geneticky modifikovanych startérovych kultur, smési enzymu, které

maji velkou vyhodu pro urychleni zrani (proteinézy, peptidazy, lipazy) [18,20].

Textura pFispiva k pocitu syra v tstech a ovliviiuje tak chutové vnimani. Rozsah textury
je do zna¢né miry ovliviiovan kolisanim vlhkosti, tuku, obsahem soli, pH a kaseinovou

degradaci. VSechny tyto parametry jsou fizeny pii vyrobé [24].

Textura polotvrdych syra se hodnoti kompresi valcového nebo krychlového vzorku syra
mezi dvéma rovnobéznymi deskami analyzatoru. UmoZiluje stanoveni fady reologickych
parametrd, muze se jednat o stresovou zlomeninu, zlomeninu napéti, pevnosti a pruznosti,
které se tykaji smyslovych a texturnich vlastnosti jako je kiehkost, tvrdost, zZvykatelnost
a prilnavost. Reologii se rozumi slozeni syra a strukturni uspotfadani jeho slozek tj.
mikrostruktura. Makrostruktura ma za nasledek rtznorodost slozek. Mizou se tvofit
uzlicky zrn, praskliny a trhliny. Na reologické vlastnosti méa vliv manipulace, porcovani a
baleni. Reologické vlastnosti syrti jsou jakostni znaky, které jsou dilezité pro vyrobce,

distributory a prodejce [10,17].

2.5 Baleni a zraci folie

Balenim syrt se rozumi zlepSeni kvality konkrétniho vyrobku a jeho ochrana pted
nebezpecim, které by mély negativni vliv béhem skladovani a distribuce. Jedna se o
ochranu suroviny nebo zpracovavaneho produktu, tak aby se zabranilo vyméné
nezadoucich latek s ohledem na pifenos vlhkosti, tepla, svétla, plyni a tékavych latek
vedouci ke zhorSeni vyrobku. Postupné se zvySuji naroky na bezpecnost potravin,
prodlouzeni trvanlivosti, ale také na pohodli spotiebitele. Jsou kladeny n&roky zejména na
omezeni mechanického poskozeni b&hem manipulace a dopravy. V dne$ni dobé se
vyuzivaji dievéné boxy, aby se zabranilo poskozeni vyrobku. Déle se bere ohled na vliv
propustnosti vodnich par, plynt (napt. Oz, Np, CO,, Hy) nebo tékavych latek. Nutnost
poskytnout urCitou bariéru proti teploté, svétlu a mikroorganismiim. A zajistit chemickou

rovnovahu obalového materialu [17].
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Vybér obalového materidlu pro baleni vyzaduje znalosti o skute¢nych vlastnostech syri,
majici rozhodujici vyznam pro procesy baleni (napf. tvar a velikost). Polotvrdé syry maji
vysokou vodni aktivitu. Vodni aktivita ovliviiuje mikrobiologicky a psychochemicky vyvoj
syri v zavislosti na Case. Kontrola vodni aktivity a vlhkosti jsou velmi dulezité pro
zachovani kvality a bezpec¢nosti potravin. Obsah vody miize byt také spojen s obsahem
soli. V balenych syrech ztrata vody zavisi nejen na skladovacich podminkéach, ale také

propustnosti obalového materialu [17,22].

Bloky se po vysoleni a nasledném oschnuti v chladicim zafizeni bali do teplem
smrstitelnych kryovakovych oball ve stiednim vakuu pti 50-70 kPa, uzaviou se pomoci
horkého tésnéni nebo kovovych spon. Smrsténi obalového materidlu se uskutecituje ve
vodni lazni o teploté 85-92 °C. Po zabaleni se zajisti tésny kontakt mezi povrchem syra a

obalovym materialem [17,34].

Kvalita obalového materidlu béhem zrani je zavisla ptevazné na obsahu CO,. Ktery
se v syrech mize vyskytovat moznou produkci laktobacili nebo kyseliny propionové.
Proto piestup CO, pfes obalové materialy je nutné zabranit, aby nedoslo k vybouleni
neboli vyfukovani obald. Obalovy material pouzivany pro zrani musi byt vybran s ohledem

na specifické vlastnosti jednotlivych druht syra [16,17].

Po urcité dobé zrani se bloky porcuji na finalni vyrobky o pozadované gramazi. Takto
naporcované vyrobky se nasledné bali do vhodného sacku, ktery je pak uloZen na
svatovaci liStu uvnitf vakuové komory. V komote dojde k vytlaceni kysliku ze sacku a
nasledné plnéni CO,. Obvykle jsou baleny bud’ ptimo do CO; nebo smési oxidu a dusiku.
Oxid ve smési ma silné antibakterialni ti¢inky. Tento zpisob umoziuje dobré zachovani

tvaru a minimalizuje ztraty vlhkosti [35,36].
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3 BIOGENNI AMINY

Aminy jsou zékladni dusikaté slouceniny, ve kterych je jeden nebo vice atomi vodiku
v amoniaku nahrazeny alkylovymi a arylovymi skupinami. Jednoduché alifatické

monoaminy jsou velmi rozsifené [13].

Biogenni aminy (BA) jsou pfirodni antinutri¢ni faktory. Biogenni jsou oznacovéany proto,
Zze jsou tvofeny pusobenim zivych organismi. Vysoké mnozstvi BA v lidské strave
prispiva ke vzniku toxickych ucinki. Byla zjiSténa i toxicita na mlad’ata, ktera vedla ke
snizeni hmotnosti az k jejich smrti. BA mohou byt povazovany za karcinogeny, protoze
maji schopnost reagovat s dusitany za vzniku karcinogennich nitrosamini. BA miZeme
rozdé€lit na (i) monoaminy, do této skupiny patii tyramin a phenylethylamin, (ii) diaminy,
sem patii histamin, putrescin a kadaverin, (iii) polyaminy, kde se fadi spermin, spermidin a

putrescin [13,25,26].

3.1 Biogenni aminy v potravinach

BA byly nalezeny v raznych potravinach. Zejména pak v syrech, rybich a masnych
vyrobcich, vejcich a houbach. Pfirozené¢ se mohou nachdzet v ovocnych stavach, cerstvém
ovoci, zeleniné vcetné kakaovych bobl. Dale také ve fermentovanych vyrobcich jak
rostlinného tak Zivocisného ptivodu (napf. v kysaném zeli nebo v mléénych vyrobcich).
Také se mohou vyskytovat v alkoholickych napojich napf. pivu. Dalo by se fici, ze se
vyskytuji v potravinach, které byly vystaveny mikrobialni kontaminaci béhem zrani a
skladovani. BA mikrobialniho ptivodu mohou v potravinach slouzit jako uzite¢ni ukazatelé

kvality a hygienické urovné surovin pouzivanych pii vyrobé [25,27,38].

3.2 Biogenni aminy v syrech

Mléko a mlécné vyrobky jsou dilezité ve vyziveé cloveéka. Syr je jednim z fermentovanych
vyrobkl spojenych s kontaminaci BA. Patfi mezi potraviny s vysokym obsahem protein,
vitaminli a mineralnich latek, ve kterych probihd enzymaticka a mikrobidlni aktivita a tim

miize dochazet ke vzniku BA [23,26,29].

Hlavni biogenni aminy detekované v syrech jsou histamin, tyramin, tryptamin, putrescin,
kadarevin a fenyletylamin. Typicky vznikaji v potravindch dekarboxylaci volnych
aminokyselin béhem zrani. Podminka tvorby BA v syrech je proteolyza kaseinu béhem

zrani, ktera vede ke zvySeni koncentrace volnych aminokyselin. Syr ptfedstavuje vhodné
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prostiedi pro vznik BA a to z diivodu dostupnosti volnych aminokyselin a pfitomnosti
bakterii s dekarboxylazovou aktivitou. Dekarboxyldzové aktivita byla popsana zejména u
bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, laktobacilt, mikrokokt a Enterococcus spp. Ke tvorbé
BA miize pfispivat fada faktorii jako je mikrobiologicka jakost, typ syrového mléka,
pouziti startérovych kultur, podminky a doba procesu zrani. Dale pokud se syr bude
skladovat delsi dobu pti vyssich teplotach, bude obsahovat vice BA. Hodnota pH a nizka
koncentrace soli muze pfispivat ke schopnosti mikrobti produkovat BA ve vyssich
koncentracich. Obsahy BA se 1isi v zavislosti na jednotlivych druzich syra, ale i v ramci
jednoho druhu. Obvykle se vyskytuji v jednotkach az stovkach mg/kg, vyjime¢né mohou

dosahovat az gramova mnozstvi na kg syra [ 12,19,25,34].
Pfitomnost biogennich aminti v holandskych syrech se miize pohybovat v rozmezi: [19].

e Histamin 1-500 mg/kg
e Tyramin 0-900 mg/kg
e Putrescin 1-190 mg/kg
e Kadarevin  4-190 mg/kg

3.3 U¢inky biogennich amini na lidsky organismus

BA jsou zdrojem dusiku, ale také mohou slouzit jako prekurzory pro vznik hormont,
alkaloidl, nukleovych kyselin a bilkovin. Mohou tak ovliviiovat procesy v organismu
zejména maji vliv na t€lesnou hmotnost, pfijem vyzivy, snizeni nebo zvySeni krevniho
tlaku. Pritomnost BA miize zptisobit mnoho potizi pro vnimavé spotiebitele [37].

vvvvvv

v téle, ackoli je obsaZen v Zirnych bunkach, jako specidlni granula (bazofily krve).
Utinkuje vazbou na receptory bundénych membran, které se nachazeji
Vv kardiovaskularnim systému a sekre¢nich zlazach. Histamin stimuluje srdce v dusledku
u¢inku adrenalinu a noradrenalinu, tak i smyslové a motorické neurony. Otravy se
projevuji celou fadou ptiznakl (koptivka, edém, lokalizované zané€ty, nevolnosti, zvraceni,

prijmy, bolesti hlavy, buSeni srdce a dychaci potize) [13,29].

Scombrotoxin se povazuje za alimentarni toxin spojeny s konzumaci ryb, jako jsou tunak
amakrela, vétSina téchto druhtt ryb obsahuje volny histidin (prekurzor pro vznik
histaminu). Scombrotoxin je také znamy jako histaminova otrava z ryb, protoze histamin je

povazovan za toxicky prvek scombrotoxinu. Histamin mtize vzniknout béhem zpracovani
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a skladovani ryb a v nekterych potravindch ¢innosti mikroorganismii zpusobujici kazeni.
Jednd se odruh otravy jidlem s pfiznaky a 1é¢bou podobné alergii na moiské plody.
Dochazi k rychlému propuknuti otravy po poziti infikované potraviny, prvni piiznaky se
rozvijeji od 10 minut do 2 hodin. Rozsah ptiznaki je pomérné Siroky od paleni v Ustech,
brnéni jazyka az po bolesti hlavy, ndvaly, hypotenzi a v nékterych piipadech az zvraceni a
prijmy. Ziidka jsou pozorovany srdecni a respiratni komplikace. Pfiznaky obvykle
odeznivaji samy do 24hodin, ve vyjimeénych piipadech muzou trvat i né€kolik dni. Ackoli
se histamin pfirozené vyskytuje v lidském organismu ve velkych davkach, muze rychle

produkovat toxiny [38,40].

Histamin je extrémné stabilni. Neovliviiuje ho konzervovani ani procesy autoklavu. Kromé
toho vysoké hladiny histaminu nejsou doprovdzeny znadmkami kaZzeni a proto je nelze
zjistit jinak nez za pomoci chemické analyzy. Ptipustné limity histaminu v rybach a rybich

vyrocich, nesméji podle vyhlasky ministerstva zdravotnictvi, piekroc¢it 100 mg/kg [38,41].

Tyramin, tryptamin a fenyletylamin patii do skupiny vazoaktivnich aminti zptsobujici
napéti cév. Tyramin uvoliiuje noradrenalin z nervového systému. Zptsobuje tak zvyseni
krevniho tlaku, tim bolesti hlavy, vede az ke krvaceni mozku nebo srde¢nimu selhani. Bylo
zjisténo, Ze tyramin spolu suritymi 1éky, zejména s antidepresivy na bazi
monoaminooxidaz, zpusobi blokaci tohoto enzymu a tyramin se za¢ne hromadit v krevnim
feCisti. To umoziuje tyraminu lepsi prinik do obéhového systému a zvysuje se tak riziko
vzniku vysokého krevniho tlaku. Doporucuje se pacientim uzivajici tyto léky, vyhnout se

potravinam s moznym obsahem tyraminu, zejména omezit piijem syri a ryb [13,27,38,39].

3.3.1 Biogenni aminy jako karcinogeny

Aminy byly zkoumény jako mozni mutagenni pivodci, protoze nekteré aminy mohou byt
nitroderivaty nebo slouZit jako prekurzory pro jiné slouceniny schopné tvofit nitrosaminy.
N-nitrosaminy vykazuji karcinogenni, mutagenni, ale i teratogenni G¢inky pro rizné druhy
zvifat a tim jsou potencialnim rizikem pro zdravi lidi. Domadci zvitfata krmena konzervami
ze sled’d, které obsahovaly zndmky dusitanii, vyvolaly zavazné poruchy jater, které byly
pfipsany piitomnosti N-nitrosamintim v disledku reakce endogennich amint v rybi
moucce spolu s dusitany. Stopové mnozstvi nitrosamini byly také hlaseny v mnoha
potravindch, zejména ve smazeném jidle. Proto technologicky postup vyroby potravin

napt. solenim nebo uzenim mohou vyvolat vznik nitrosamini. Zatimco vafeni nebo
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smazeni piimo zvysuji jejich koncentrace, protoze suroviny byly na nitrosaminy proste
[17,43].

Polyaminy (PA) putrescin, spermidin, a spermin jsou tradi¢n¢ zafazeny do skupiny BA.
Presto se od roku 1990 se zacali posuzovat v oddélené skupiné, protoze jejich uloha
spociva v rustu a funkci bunék. Putrescin se strukturdlné¢ fadi mezi diaminy, ale je také
klasifikovan jako polyamin. Jeho mmnozstvi se zvySuje s bakteridlni aktivitou b&hem
nespravného skladovani a zpracovani potravin zivo¢isného ptvodu. Zatimco spermin a
spermidin jsou typické zejména pro potraviny rostlinného pavodu napi. v brokolici,

kvétaku a v lusténinach. Nejvyssi obsah PA byl stanoven v syrech [42,44].

Jeden ze smért vyzkumu lécby rakoviny je omezeni pfijmu PA. Kazdy organ v téle
vyzaduje PA pro rust, regeneraci a metabolismus bun¢k v zavislosti na fyziologickém a
patologickém stavu jedince. PA se castni bunécného bujeni a jsou tedy velmi zajimavé
Vv oblasti vyzkumu ristu nddord, nicméné mohou byt G¢inné pii hojeni ran a pro rist a
regeneraci stievni sliznice. Pozadavky na PA, jsou vys$§i v obdobi intenzivniho rustu
zejména u déti, ale takeé v pribe&hu starnuti vlivem klesajici aktivity enzymu tGcastnicich se

biosyntézy PA [42].
Byly zjistény tfi zdroje PA:
e Pfimé poziti ze stravy

e Biosyntéza argininu pies ornithin s dekarboxylazou ornithinu

e Syntéza a uvolilovani do bakterialni mikroflory zaZivaciho ustroji

Bylo prokazano, ze opakované piijimani PA ze stravy, je dilezitym zdrojem céstecné
poptavky PA potiebného pro spravné fungovani metabolismu. Denni pozadavky pro

pfijem PA nebyly dosud stanoveny [42].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cile praktické ¢asti bakalarské prace 1ze shrnout do nésledujicich bod:

e zalozit skladovaci pokus s vybranymi platkovymi a blokovymi syry eidamského
typu,
e sledovat vliv Gpravy a baleni syrti na parametry biogennich amind v zavislosti na

dobé skladovani

27
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5 METODIKAA MATERIAL

Bylo vyrobeno 10 blokovych syri eidamského typu s obsahem tuku v susiné 30 % [w/w]
0 hmotnosti 11-12 kg. Postup vyroby eidamskych bloka byl v souladu s vyrobou ¢eského
maloproducenta sidliciho ve vychodnich Cechach. Po vylisovani a nasledném prokysani
byly bloky syrti vlozeny do solné ldzné o koncentraci 16-20 % NaCl a teplot¢ 20 °C.
Hodnoty pH solnych lazni se pohybovaly v rozmezi 4,95-5,25. Po 24 hodinach byly bloky
vyjmuty ze solné lazné. Nasledné se bloky nechali jeden den okapat v chladicim sklepé
o teplot¢ 8-12 °C. U kazdého bloku bylo zméteno pH a odebrany vzorky pro stanoveni
suSiny a biogennich amint a poté byly zabaleny do cryovakovych oballl a premistény
do zraciho sklepa. Prvni tyden zréni byl zna¢en kdédem 1Z a tieti tyden 3Z. Po 21 dnech
zrani bylo opét zméfeno pH a odebrany vzorky pro stanoveni susiny a biogennich amint.
Bloky se poté naporcovaly na pozadované vyrobky (viz. Tabulka 1). Pro kazdy vyrobek
byly pouzity dvé Sarze blokovych syrt. Sarze se znagily &isly 1 a 2 (napi. Al, A2 az El,
E2). Takto naporcované vyrobky se skladovaly v chladicim sklepé o teploté 6-8°C. Kazdy
tyden skladovani se odebiraly vzorky ke stanoveni obsahu biogennich amini a bylo
méfeno pH (v rozmezi 1-8 tydnu skladovani, které se znacily 1S-8S). U vybranych vzorkt
se stanovila koncentrace NaCl a obsah suSiny. Tabulka 1 znazoriiuje kodovani vzorku.

Nékteré vybrané vyrobky jsou prezentovany na obrazku 1.

Tabulka 1: Vybrané Sarze platkovych a blokovych syru

Druh Oznaceni
100g tenké

platky

300g blocek
200g blocek
400g blocek
2 platky cca
100g E

Obrazek 1: Fotografie vybranych vzorkii v obalech — 300g blocek, 100g platek, 2

o0 |[m|>

platky cca 100g
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5.1 Zakladni chemické analyzy

5.1.1 Stanoveni suSiny

Susina je zbytek po odpaieni vody a tékavych latek pii teplot¢ 105 °C. Principem této
metody je suSeni vzorku pii 105 °C. Pouzité zkuSebni pomicky jsou vysouseci misky,
ty¢inka na promichani, exsikator, analytické vahy typu ABS 80-4 (vyrobce KERN &
SOHN GmbH, GE, Balingen), suSarna typu UNB 300 (vyrobce Memmert GmbH + Co.
KG, GE, Schwabach) kiemicity pisek a vzorek syra. Vysouseci miska, tyCinka a pisek se
pfedem piedsousely. Do vysouseci misky se navazilo asi 70 g pisku a 3 g vzorku syra.
Takto ptipraveny vzorek byl promisen ty¢inkou a nechal se vysouset 4 h pfi teploté 105
°C. Vzorky byly uchovavany v exsikatoru. Vysledky se stanovovaly zvazenim misek pied
a po suSeni. Vysledek byl vyjadien v %. SuSina se stanovovala u vybranych vzorki syra,
stanoveni se opakovalo tiikrat. Toto stanoveni susiny odpovidd norm& CSN ISO 5534
2005 [30].

5.1.2 Stanoveni pH

Principem této metody je urceni kyselosti nebo zasaditosti vzorku pomoci ptiru¢niho pH
metru typu 3110 (vyrobce Verkon s.r.o., CR, Stard Boleslav). Ke stanoveni byl pouzit
mikroprocesorovy pH/mV metr. Méfeni se provadélo vpichem do vzorku syra. pH se

stanovovalo béhem celé doby zrani u kazdého vzorku. Méfeni bylo zopakovano 3 krat.

5.1.3 Stanoveni obsahu NaCl

Jednd se o rychlou provozni metodu ke stanoveni chloridu sodného. Vyuziva se
argonometrické titrace za pouziti indikatoru chromanu draselného. Do titra¢ni baniky bylo
odvazeno 5 g vzorku. Vzorek se prevedl do potfebného mnozstvi horké destilované vody,
aby doslo k uvolnéni pfitomnych soli, poté se nechal asi 10 minut stat. Takto vznikly vyluh
se ochladil na teplotu 50 °C a ptidal se indikétor. Titrovalo se odmérnym roztokem
dusi¢nanu stiibrného, do oranzového zbarveni, které ztstavalo 30 s. U vybranych vzorka

se toto stanoveni provad¢lo tiikrat.

5.2 Stanoveni biogennich amint

Za pomoci chromatografického stanoveni BA bylo sledovdno 8 zakladnich aminli (His,
Kad, Phe, Put, Trp, Tyr, Spd, Spn). K samotnému stanoveni byly pouzity, standardy
Histamine, approx. 99%, 2-phenylethylamine, tyramine 99% (T), putrescin
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dihydrochloride, cadaverine, spermidine, spermine, tryptamine (Sigma — Aldrich). Pted
samotnou analyzou vzorkl byla provedena lyofilizace. Jde o princip suseni vymrazovanim.
Piesné navazeny vzorek byl zamrazen na teplotu -80 °C. Takto zamrazené vzorky byly
druhy den umistény do lyofilizatoru Christ alpha 1- 4 (prodejce LABICOM s.r.o0., CR,
Olomouc) a po lyofilizaci byly zvazeny. Ze ziskanych pevnych lyofilizat byla provedena

extrakce pomoci 0,6M kyseliny chloristé (Reag. Ph Eur — MERCK).

Ptiprava vzorku pro HPLC, kdy bylo odpipetovano 1 ml vzorku do derivatizacni nadobky,
ptidalo se 100 ul vnitiniho standardu 1,7-heptadiaminu (Sigma — Aldrich) v koncentraci
500mg/l. Byl ptipraven karbonatovy pufr s pH 11,1 — 11,2 a ptidan 1,5 ml tohoto pufru
ke vzorku. Dale bylo pfidano 2 ml Cerstvé pripravené¢ho dansylchloridu (BioReagent,
HPLC - Sigma — Aldrich). Derivatiza¢ni zkumavka byla dobie uzaviena a nechala se tiepat
v temnu V laboratorni ttepacce LT2 20 hodin. Poté bylo ptfidano 200 pl roztoku prolinu
(Merck). Zkumavka byla uzaviena a byla tfepana dalsi hodinu. Ke vzorku bylo pfidano 3
ml heptanu (CHROMASOLV®, for HPLC, SIGMA — ALDRICH) a 3 minuty se tfepalo.
Ze vzniklé heptanové vrstvy se odpipetovalo 1 ml této vrstvy do vialky a nechalo se
odpatit pti 60 °C do sucha pod proudem dusiku v termobloku (Evaterm). Suchy odparek
byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu (CHROMASOLV® plus, for HPLC, >99% - SIGMA —
ALDRICH). Tyto vzorky byly uchovavany v mrazicim zatizeni, kde byla zaji$téna teplota
-18 °C, zamrazeni bylo provedeno v hlubokomrazicim boxu MDF-U3286S, SANYO
(prodejce Schoeller instruments, CR, Praha). Pied analyzou byla provedena filtrace pres
stiikackovy filtr s porozitou 0.22 um. Vznikly filtrat byl davkovan do chromatografického
systétmu HPLC (binarni pumpa LabAlliance, USA, auto sampler Lab Alliance, USA,
kolona (Agilent Eclipse Plus C18 RRHD a rozméry 3,0 x 50 mm) s termostatem; UV/VIS
DAD detektor (A =254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent Technologies).
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6 VYSLEDKY ADISKUSE

Blokoveé syry zraly 21 dni ve zracim sklepé pii teploté¢ 6-10 °C. Po naporcovani byly
vybrané druhy syrt (viz. tabulkal) skladovany 56 dni v chladicim sklepé¢ pii teploté 6-8°C.
U vybranych druhti se stanovoval obsah susiny a koncentrace NaCl. Kazdy odbérovy den

bylo dale méteno pH a stanovena koncentrace biogennich aminti

6.1 Zakladni chemické analyzy

U vybranych vzorku se vysledny obsah suSiny pohyboval vrozmezi 50-52 %, coz
odpovidd udajim deklarovanych vyrobcem. Stanoveni NaCl se provadélo v pribéhu
skladovani, protoze v prvnich dnech zrani je obsah NaCl v hmot¢ syra nerovnomérny. K
vyrovnani obsahu NaCl dochézi az v prubéhu zrani po rozlozeni do celé hmoty syra [10].
Obsah se pohyboval od 1,2-15 % NaCl vdobé¢ 5S. Dale se sledoval vyvoj pH
v odbérovych dnech, tyto hodnoty byly zaneseny do obrazku 2 a 3. Hodnoty méfeni prvni
odbérovy den zrani se pohybovaly od pH 5,20-5,43. Druhé méfeni se provad¢lo treti tyden
zréni, kde doslo k poklesu hodnot pH na 5,08-5,34 u vSech vybranych vyrobkd, kromé
vzorku B1, kde se pH mirné zvysilo z hodnoty 5,31 na hodnotu 5,41. Po tfech tydnech
zréni se bloky naporcovaly na pozadované vyrobky. V ramci skladovani se zacalo pH
postupné zvySovat, béhem 49-56. dne doslo opét k mirnému poklesu pH. Podle Bunkové et
al. (2011) toto mohlo byt zptisobeno vyssi koncentraci laktosy. Dalsi vysvétleni je mozné
hledat v aktivit¢ enzymatického aparatu startérovych kultur, jak uvadi Yazici et al. (2010).
U vzorku E2, ale doslo ke zvySeni hodnot pH, zatimco u vzorki A2 a C2 zustalo na stejné
hodnoté. Mezi 63. — 77. dnem doslo ke zvySeni hodnot pH ve vzorcich Al, B1, C1, C2, E1
a E2. Obecné by se dalo fici Ze pH u platkovych syrti A1, A2 bylo nejnizsi 5,51 v posledni
den odbéru tedy 77. den. U ostatnich vzorkti pH dosahovalo hodnot 5,49 — 5,68 v zavéru
skladovani. Nejvétsi nartst pH byl u vzorku E1, E2 jedna se o 2 platky po 100 g, kde pH
bylo az 5,80 v tydnu 8S. ZvySeni pH by mohlo byt zplsobeno zvySenim vazby mezi
proteiny, vzhledem K niz§imu rozpusténi vapniku. A tim také pravdépodobné doslo k
upravé texturnich vlastnosti. Pokles pH v tydnu 3Z byl zpusoben rozkladem laktosy
bakteriemi mlé¢ného kvaseni za vzniku kyseliny mlééné. Naopak mirny narist hodnot pH
byl zpisoben rozkladem kyseliny mlééné na dalsi produkty metabolismu napt. kyselinu
propionovou, kyselinu méaselnou, CO,, H,O a dalsi aromatvorné slouc¢eniny. Obecné by se
dalo fici, Ze naméfené hodnoty odpovidaji obvyklému vyvoji pH v polotvrdych syrech
[10,27,33,45].
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porcovani syrd
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Obréazek 2: Vyvoj pH, ve vzorcich (A-C) v dobé 1Z-8S, kdy bloky zrdly pri teploté 6-10°C v tydnu
1Z-3Z, naporcované vyrobky byly skladovany pri teploté 6-8 °C v tydnu 1S-8S
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Obréazek 3: Vyvoj pH ve vzorcich (D-E), v dobé 1Z-8S, kdy bloky zrdly pri teploté 6-10°C v tydnu
1Z-37, naporcované vyrobky byly skladovany pri teploté 6-8 °C v tydnu 1S-8S
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6.2 Stanoveni biogennich aminu

Stanovenim bylo sledovano 8 zékladnich BA (Tyr, Trp, Phe, Put, Spd, Spn, Kad, His).
Ve vzorcich byly detekovany Tyr, Phe, Put. Namétené hodnoty BA v tydnu 3Z pied
porcovanim na vybrané produkty a nejvyssi koncentrace BA ve finélnich vyrobcich
v pribéhu skladovani jsou znazornény v tabulce 2. Zjisténé hodnoty jsou obsahy BA
v Cerstvé hmoté syra. Vyvoj hodnot BA v pribéhu zrani a skladovani jsou prezentovany na

obrazcich 4-8.

Tabulka 2: Srovnani obsahii biogennich amint po tfech tydnech zrani

S nejvyssimi detekovanymi hodnotami (mg/kg)

Obsah BA
v tydnu Nejvyssi dosazené hodnoty BA
Vzorky 3Z(mg/kg) v prlbéhu skladovani (mg/kg)
Al 10,39 509,23 v tydnu 7S
A2 13,93 667,61 v tydnu 4S
B1 9,23 779,88 v tydnu 7S
B2 10,97 744,01 v tydnu 7S
Cc1 10,26 447,76 v tydnu 6S
Cc2 11,81 586,76 v tydnu 4S
D1 11,06 555,72 v tydnu 7S
D2 10,28 546,16 v tydnu 7S
El 13,19 775,09 v tydnu 7S
E2 14,45 787,18 v tydnu 7S

cvwr

finélni vyrobky dochézelo k vyraznému rozvoji BA v prubéhu skladovani (prezentovano v
tabulce 2). Dochézelo ke zvySovani koncentrace BA z desitek mg/kg az na nékolik stovek
mg/kg. Ve 100g platcich (vzorky soznacenim A) a ve 2 platcich po 100g (vzorky
oznacené E) doslo k vyraznému rozvoji BA. U vzorku A2 byly nejvyssi hodnoty v tydnu
4S. Ve vzorku E dochazelo k postupnému zvySovani BA po celou dobu skladovéni. Coz by

se dalo pfisoudit, Ze v mensi sty¢né plose syrt probéhne rychlejsi proteolyza b€hem zrani a
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skladovani. Podle Komprdy et al. (2007) to miZe byt zpisobeno zvySenim poctu aerobnich
mikroorganismi ve wvné&jSich ¢astech. Na druhou stranu vzorky byly uchovavany
V ochranné atmosféie (smés oxidu uhli¢it¢ho a dusiku). Aktivaci mikroorganizmti mohlo
pravdépodobné dojit béhem prodlevy mezi porcovanim vzorki a zabalenim v ochranné
atmosféfe. Nejvétsi nartst biogennich amint byl, zaznamenadm ve vzorcich B, jedna se o
300g blocek Na druhou stranu vzorky D (400g blocek), oproti tomu dosahovaly
nejmensich koncentraci BA. Vzorek D dosahoval ze vSech vyrobku nejvys$Sich rozméra.
Mohlo tedy dojit k pomalejsi proteolyze v porovnani s vyrobky, které byly naporcovany
na platky. Podle Komprdy et al. (2008) vn&jsi ¢asti syru obsahuji vy$§i mnozstvi BA nez
stfedové ¢asti, tomuto tvrzeni by odpovidaly vzorky A i E. Naproti tomu se stavi tvrzeni
Novelly-Rodriguez et al. (2003), kteii zaznamenali ve stfedovych ¢astech vyssi obsahy BA
nez v okrajovych c¢astech. V souladu s tvrzenim Novelly-Rodriguez et al. (2003) jsou
vysledky zjisténé u vzorku B, kde byl nejvétsi narust BA. 200g blocek (vzorek
s oznacenim C) S porovnanim se vzorkem A dosahoval podobnych vysledkd. I kdyz je jeho
sty¢na plocha vétsi. Obecné lze fici, ze velikost finalnich vyrobkl nema zésadni vliv
na distribuci BA. Hlavnim rozdilem v obsahu BA v jednotlivych vyrobcich je potieba
hledat v riznych podminkach prostifedi podle Bunkové et al. (2010) napf. v rizné vodni
aktivité, dostupnosti kysliku a proteolytické aktivité. Lze vSak tvrdit, Ze samotné porcovani
syri na mensi kusy méa vyznamny vliv na produkci BA, jak je vidét na nize

prezentovanych grafech.

Vyvoj obsahu BA ve vzorcich A je znazornéno na obrazku 4, kdy v tydnu 4S doslo
k prudkému naristu BA zejména u vzorku A2. Obdobné se choval vyvoj BA také v
ptipadé vzorku C2, ktery je zobrazen na obrazku 6. Coz muze byt zapfi¢inéno
dekarboxylazovou aktivitou, kterda miize byt ovlivnéna pH prostfedim. Jestlize se prostiedi
okyseli vyssi vyrobou kyseliny mlécné, muze se dekarboxyldza zvySovat a tim 1 obsahy

BA [49].

pH je jeden z kli¢ovych faktort ovliviiujicich tuto dekarboxylazovou ¢innost (vznik amind
z aminokyselin) zptsobenou bakteriemi. Mezi bakterie s dekarboxyldzovou aktivitou se
fadi zejména rody Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Salmonela a
bakterie mlé¢ného kvaseni Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus a dalsi. Produkce
BA je vyssi v kyselém prostiedi. Bakterie v kyselém prostfedi intenzivnéji produkuji
enzymy jako soucast svych obrannych mechanismi proti kyselosti, které vzniklo zvySenou

produkci kyseliny mlééné [53]. U vzorku A2 doSlo k nepatrnému snizeni obsahu BA
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v tydnu 6S s porovnanim pH v této dobé doslo ke zvyseni z hodnot 5,44 na 5,45 coz je
vsak zanedbatelné. Taktéz u vzorku B1 a B2 v tydnu 5S doslo ke snizeni hodnot BA, to
muze byt zpusobeno konzumaci mikroorganismi napf. enterococci pro svij zdroj dusiku
[51]. Podle Leuschnera et al. (1999), mize pokles BA béhem skladovani nastat ¢innosti
bakterialni amino oxidazy. Ve vzorcich D1 a D2 vyvoj BA postupné rostl jen s nepatrnymi
odchylkami u vzorku D1 v tydnu 1S. Taktéz ve vzorcich E1 a E2 v tydnu 2S doslo jen

K nepatrnému zvyseni.

V Ceské republice nejsou stanoveny limity pro celkovy obsah BA v syrech, jen pouze
pro histamin jak je uvedeno vySe [41]. Z hygienického hlediska podle Spajnera et al.
(1991) je pripustné mnozstvi 900 mg/kg v Cerstvé hmoté, které je souctem His, Tyr, Put a
Kad [46]. Detekované obsahy BA nepiekrocily stanovené kritické limity podle Spajnera et
al. (1991) v prabéhu skladovaciho experimentu, ale musime zohlednit, ze naSe vzorky
nebyly sledovany, az do ukonceni doby spotfeby. Proto mlzeme piedpokladat, ze
stanoveni v poslednim dnu spotieby by celkové koncentrace BA piesahovaly kritické
limity. Bylo by proto vhodné sledovat celkové obsahy BA, az do ukonceni doby spotieby.
Nejdulezitéjsi faktor ovlivilujici tvorbu BA, je pfitomnost prekurzord volnych
aminokyselin, které¢ vznikaji pfi proteolyze. Proteolyza vytvari komplexni smés velkych,
stfednich a malych peptida i aminokyselin. Rozsahla proteolyza v priubéhu zrani a
skladovani ma vyrazny vliv na vyvoj obsahi BA. MIéko mé nizky obsah volnych
aminokyselin naproti tomu syr tyto latky obsahuje, pomérné ve vysokém mnozstvi. Tato
akumulace muze byt piisuzovana zejména hydrolytické aktivité nékolika enzymu, jako
jsou proteindzy pochazejicich z mléka a proteolytickym enzymim ze startérovych kultur
[48].

Podle Gardiniho at al. (2001) ma nizka koncentrace NaCl vliv na vyssi produkci BA,
ale podle studie Bunkové et al. (2011) byla zaznamenana vyssi produkce BA | pti vyssi
koncentraci NaCl a to do 2% (tato hodnota odpovida syrim holandského typu).
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Obréazek 4. Znazoriuje vyvoj celkového obsahu BA (Tyr, Phe, Put) ve vzorcich A, kdy bloky zraly
pri teplote 6-10°C v tydnu 1Z-3Z, naporcované vyrobky byly skladovany pri teploté 6-8 °C v tydnu
1S-8S
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Obrazek 5: Zndzornuje vyvoj celkového obsahu BA (Tyr, Phe, Put) ve vzorcich B, kdy bloky zraly
pri teploté 6-10°C v tydnu 1Z-3Z, naporcované vyrobky byly skladovany pri teploté 6-8 °C v tydnu
1S-8S
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Obréazek 6: Zndazornuje vyvoj celkového obsahu BA (Tyr, Phe, Put) ve vzorcich C, kdy bloky zraly
pri teplote 6-10°C v tydnu 1Z-3Z, naporcované vyrobky byly skladovany pri teploté 6-8 °C v tydnu
1S-8S
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Obrazek 7: Zndzornuje vyvoj celkového obsahu BA (Tyr, Phe, Put) ve vzorcich D, kdy bloky zraly
pri teploté 6-10°C v tydnu 1Z-3Z, naporcované vyrobky byly skladovany pri teploté 6-8 °C v tydnu
1S-8S
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Obréazek 8: Znazornuje vyvoj celkového obsahu BA (Tyr, Phe, Put) ve vzorcich E, kdy bloky zraly
pri teplote 6-10°C v tydnu 1Z-3Z, naporcované vyrobky byly skladovany pri teploté 6-8 °C v tydnu
1S-8S
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ZAVER

Piedmétem bakalarské prace bylo zalozit skladovaci pokus s vybranymi platkovymi a
blokovymi syry. Celé bloky zraly pii teplot¢ 6-10°C, kdy se po 3 tydnech zrani
naporcovaly na vybrané¢ druhy syrh, které se skladovaly 8 tydnii pti teploté 6-8°C.
Principem bylo sledovat vyvoj biogennich aminl spolu se zakladnimi chemickymi
parametry (pH, obsahy NaCl asuSiny) Vv zavislosti na prabéhu zrani a skladovani.
Chromatografickou metodou byly detekovany tyramin, putrescin a phenylethylamin. Prace
se zabyvala celkovymi obsahy BA tedy sou¢tem Tyr, Put, Phe. Za nejtoxictéjsi BA je

povazovan histamin, ktery vSak v rdmci této prace nebyl detekovan.

V praci bylo zjisténo, Ze celkové obsahy BA rostly v pribéhu zrani a skladovani. V
prvnich 3 tydnech zrani byly koncentrace BA minimalni, k jejich rozvoji dochazelo az
Vv pribéhu skladovani po naporcovani na finalni produkty. Distribuce BA v porovnani

s platkovymi a blokovymi vyrobky, nejsou zavislé na velikosti vyrobkd.

Na rostouci koncentrace BA méa pravdépodobné vliv i zména pH béhem skladovani
vzorkd. S rostouci dobou skladovani roste pH rozkladem kyseliny mlé¢né, a tim dochézelo
také k rustu obsaht biogennich amind. VIiv proteolyzy méa vyrazny vliv na prabéh BA, a to
zejména vzhledem k pfitomnosti volnych aminokyselin, které vznikaji pfi proteolyze, jako

prekurzory pro BA.

BA maji pozitivni vliv na lidsky organismus, mohou slouzit jako prekurzory pro vznik
hormont, nukleovych kyselin a dal$ich. Pii piekroceni kritickych limit, vsak mohou
zpusobovat celou fadu nezadoucich G¢inkt na lidsky organismus. Piedev§im se jedna o
toxické a karcinogenni onemocnéni, nékteré BA mohou ptisobit teratogenné. Za povolené
limity se z hygienického a zdravotnického hlediska povazuje hranice do 900 mg/kg
v erstvé hmoté [46]. V Ceské republice nejsou doposud stanovené limity pro obsahy BA
v syrech ani v jinych potravinéch (s vyjimkou ryb a rybich vyrobkt), piestoze jejich piijem

ve vy$§im mnozstvi mliZze zplisobit zdravotni riziko pro konzumenta.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
SH Soxhlet Henkela

BA Biogenni aminy

SZPl  Statni zeméd¢lska a potravinarska inspekce
PA Polyaminy

HPLC Vysoce tc¢inna kapalinova chromatografie
NaCl  Chlorid sodny

His Histamin

Trp Tryptamin

Tyr Tyramin

Put Putrescin

Kad Kadarevin

Phe Phenylethylamin

Spd Spermidin

Spn Spermin
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