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ABSTRAKT

Diplomova priace se zabyva problematikou tvorby biogennich aminti v prib¢hu zra-
ni modelovych piirodnich syrii a faktory, které jejich produkci mohou ovlivnit. V praktické
¢asti diplomové prace bylo vyrobeno celkem 6 Sarzi modelovych vzorkl syri holandského
typu. Byly vyrobeny kontrolni vyroby s pouZitou komeréni kulturou a SarZe
s dekarboxyldza-pozitivnimi kmeny (starterovy kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris
DEPE946 a nonstarterovy kmen Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36),
u kterych se sledovala produkce biogennich amind v zdvislosti na koncentraci NaCl
v ptirodnim syru. Modelové vzorky byly sledovany v prib¢hu 84 dnil zrdni. U vSech vzor-
kt byla stanovena zakladni chemicka analyza, texturni profilova analyza, koncentrace vol-
nych aminokyselin a biogennich amint. Vyznamné vyssi celkové obsahy biogennich ami-
ni byly detekoviny v modelovych vzorcich se sledovanym starterovym kmenem

v porovndni s ostatnimi vzorky. Nejvyssi koncentrace byly detekovdny v piipad¢ tyraminu.

Obsah soli se projevil na produkci biogennich amind.

Klic¢ova slova: syry holandského typu, zrani syrti, koncentrace NaCl, texturni profilova

analyza, volné aminokyseliny, biogenni aminy



ABSTRACT

This Diploma Thesis deals with the issue of biogenic amines formation during a model
natural cheeses ripening and the factors that may affect their production. In the practical
part of the Diploma Thesis there were produced six batches of Dutch type cheese model
samples in total. There were made control productions with used commercial culture and
batches with decarboxylase - positive strains (starter strain of Lactococcus lactis subsp.
lactis DEPE946 and non - starter strain Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36)
with which the biogenic amine production was being monitored depending on the NaCl
concentration in natural cheese. The model samples were monitored during a 84-day peri-
od of ripening. For all samples, there were determined the basic chemical analysis, texture
profile analysis and free amino acids and biogenic amines concentrations. Significantly
higher total contents of biogenic amines were detected in model samples with monitored
starter strain compared to other samples. The highest concentrations were detected in the

case of tyramine. The salt content affected biogenic amines production.

Keywords:Dutch type cheese, cheese ripening, the concentration of NaCl, texture profile

analysis, free amino acids, biogenic amines
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UVOD

Biogenni aminy jsou pfitomny ve vSech Zivych organizmech a jsou pro organizmus nepo-
stradatelné. V nadlimitnich koncentracich vSak mohou mit na organizmus negativni vliv.
Jednd se zejména o nezadouci vazoaktivni a psychoaktivni G¢inky. Jsou vSak v sou€asnosti
také spojoviany s dlouhodobym negativnim ovlivnénim zdravotniho stavu konzumenta
napt. z pohledu produkce karcinogennich nitrosamint. Biogenni aminy vznikaji dekarbo-
xylaci v potravindch se piirozené vyskytujicich aminokyselin prostiednictvim enzymatic-
kého aparatu (dekarboxyldz) n¢kterych bakterii (napt. rody Citrobacter, Bacillus, Lactoba-
cillus, Streptococcus). Biogenni aminy mohou byt také produkovany bakteriemi mlééného
kvaseni, které jsou bézn¢ pouzivany pro technologické ucely jako startovaci (zakysové),
piip. dopliikkové kultury. Pouziti téchto bakterii je tedy nepostradatelnou soucasti biotech-
nologického procesu vyroby syrii. Dal§Sim vyznamnym producentem biogennich aminil
jsou tzv. nezdkysové bakterie mlééného kvasenti, jejichZ mnoZstvi se v pribéhu zrani syrii
navySuje. Obsahy biogennich amini tak mohou byt spole¢nou aktivitou jejich producenti
(ptitomnych mikroorganizmi) ve zrajicim syru koncentrovany a mohou tak piedstavovat
zdravotni riziko pro konzumenta. Podminkou vzniku toxického mnozstvi biogennich ami-
na v syrech je proteolyza, kterd je pii zrdni syri povaZovédna za jeden z nejdulezitéjSich
pochodt ovliviiujici kvalitu syrti. Aminokyseliny, findlni produkty proteolyzy, slouzi jako
prekurzory pro tvorbu biogennich aminti v syrech. Mezi dalsi faktory, které spole¢né
ovliviuji intenzitu dekarboxylace aminokyselin, miiZzeme zatadit pfitomnost a zastoupeni

bakterii schopnych dekarboxylovat aminokyseliny, pH, koncentraci soli, vodni aktivitu.

Nezanedbatelnou roli zde hraje také doba zrani syrt.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) se vyskytuji na mnoha mistech. Nachdzi se na neporu-
Senych a rozkladajicich se rostlindch, déle ve stfevech lidi a zvifat a na jejich sliznicich.
Jejich technologicky vyznam spociva v pouZiti béhem vyroby kysanych a kvasenych po-

travin a pochutin Zivo¢isného a rostlinného ptivodu v podobé¢ cistych bakteridlnich kultur ¢i

zékysu (tzv. startovacich kultur) a pfirozené se vyskytujici mikrofléry v suroviné [1].

1.1 Charakteristika bakterii mlééného kvasSeni

BMK tvoii fylogeneticky velmi heterogenni skupinu bakterii. Obsahuji taxonomicky raz-
norodou skupinu gram pozitivnich tyCinek a koka. Typické BMK jsou nesporulujici kata-
laza negativni. BMK je skupina mikroorganizmi s né€kolika spolecnymi biochemickymi
a ekologickymi rysy. Z hlediska vyuZiti v potravinafskych fermentacich jsou vyznamné
piredevSim rody Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Leuconostoc, Weissella. Rod Bifidobacterium je fylogeneticky nepiibuzny s ostatnimi
BMK, ale je ¢asto uvadén spolu s BMK pro podobné biochemické a fyziologické vlastnos-
ti. Obecné plati, Ze BMK jsou organizmy bez zdravotniho rizika pro spottebitele a Zivotni
prostiedi. Maji pozitivni G¢inky na zdravi lidi a vedou ke sniZeni populaci bakterii zpiiso-
bujicich kaZeni potravin nebo produkujicich toxiny v travicim traktu [4,5]. Jsou charakte-
ristické fermentacnim metabolizmem, kde béhem fermentace sacharidii je hlavnim konec-
nym produktem kyselina mlé¢nd. Nékteré druhy BMK jsou pfirozenymi obyvateli ust
a stfev savcu, zatimco jiné jsou pfizpusobeny extrémnimu prostiedi, jako jsou alkoholické
nidpoje nebo potraviny s vysokym obsahem soli. Zastupci BMK mohou byt izolovany
z velkého mnoZstvi potravin vcetn¢ Cerstvého a zpracovaného masa, ryb, obilovin, zeleni-
ny. Jejich majoritni vyznam spociva zejména v odvétvi zpracovani mléka a vyroby mléc-
nych vyrobkl. Role urc¢itého druhu miZe zdviset na konkrétni situaci a produktu, kdy na
jedné stran¢ miiZe dojit k zddoucim zméndm béhem vyroby potravinaiského vyrobku, a na
druhé strané mize pfispét stejny mikroorganizmus jako kontaminant k znehodnoceni jiné-
ho produktu. Piikladem této skutecnosti je napt. Lactobacillus sakei, ktery mize byt pouZit
jako startovaci kultura pro vyrobu fermentovanych uzenin, ale zaroven je jednim
z nejdilezitéjSich bakterii zptisobujici nezadouci senzorické zmény vakuové baleného ma-

sa [3,4].

Spoleénym znakem BMK je fermentace sacharidli za vzniku kyseliny mlééné. MiZeme je

tfidit podle hlavnich a vedlejSich fermentac¢nich produktti na:
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e Obligatn¢ homofermentativni — hexézy jsou Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) me-
tabolickou drdhou fermentovany vylucné na kyselinu mléénou (>90%), pentdzy
a glukondty nefermentuji, protoZe organizmy zatrazené do této skupiny nemaji en-
zym fosfoketolazu.

e Fakultativné heterofermentativni — hex6zy fermentuji na kyselinu mlé¢nou pomoci
EMP metabolické drahy, nékteré druhy pii nedostatku glukézy produkuji kyselinu
octovou, etanol a kyselinu mravenci. Pentézy a Casto i glukonaty fermentuji pomo-
ci indukovatelné fosfoketoldzy na kyselinu octovou, mravenci a etanol.

e Obligatn¢ heterofermentativni — hexdzy fermentuji fosfoketoldzovou drdhou na ky-
selinu octovou, mlé¢nou, etanol a CO,. Pentdzy fermentuji stejnou metabolickou

drdhou na kyselinu mlé¢nou a octovou [1,15].

1.2 Rozdéleni bakterii mlééného kvaSeni

BMK hraji klicovou roli béhem vyroby a zrani syrt. Lze je rozdé&lit na startérové (zékyso-
vé) kultury a NSLAB (z anglického Non-Starter Lactic Acid Bacteria, tj. BMK nezékyso-
vého pivodu) [8].

Starterové kultury maji poZadované technologické vlastnosti, které jsou spojeny se schop-
nosti mikroorganizmii pfeménovat substraty napt. sacharidy, bilkoviny a lipidy na metabo-
lity, které ovlivni vyslednou chut’, viini a konzistenci vyrobkd. Role zdkysovych kultur
spoc¢iva predevsim v produkci kyseliny mlécné, ¢imz se zajiStuje vhodné pH pro srazeni
mléka. A v neposledni fadé chrani syr pfed riznymi patogeny (pomoci snizovani pH a pfi-

padné produkce bakteriocind a dal$ich metabolitll s antimikrobidlnimi G¢inky) [8,9].

Podle optimdlni teploty riistu mizeme starterové kultury rozdélit na mezofilni a termofiln{
kultury. Mezofilni bakteridlni kultury jsou v mlékarenské praxi pouZzivané velmi casto.
Optimdlni teplota rastu téchto bakteridlnich kultur je okolo 30°C. Jejich kysaci a aroma-
tvornd schopnost se vyuziva pii vyrobé vSech fermentovanych mlécnych produkti s vy-
jimkou jogurt. Zejména pii vyrobé kysaného mléka, kysané smetany pii vyrobé masla,
konzumnich tvarohti a vSech druhti syrii (bud’ samostatné, nebo ve form¢ sekundarnich
piidavnych kultur). Mezofilni bakteridlni zakysové kultury jsou slozeny z mezofilnich ko-

ki, kam patii:

® Lactococcus lactis ssp. lactis

® Lactococcus lactis ssp. cremoris
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® Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis
® Leuconostoc mesonteroides Ssp. cremoris

® Leuconostoc mesonteroides ssp. dextranicum

VysSe uvedené druhy mezofilnich bakterii se mohou vhodné¢ kombinovat pro piipravu
smésnych (piip. smiSenych) kultur. Tyto kultury se mohou vyrdbét jen z kmenta a druhd,
které se dobfe sndSeji a podle moznosti by se mély v ristu a metabolizmu dopliiovat.
V Zadném ptipad¢ nesmi dochdzet k antagonistickym tc¢inkiim. Pti¢inou antagonistického
ucinku mezi jednotlivymi druhy nebo kmeny miize byt tvorba zndmych ptip. neznamych
antibiotickych latek. Naptiklad urcity kmen Lactococcus lactis ssp. lactis mize produkovat

antibiotikum nizin, vi¢i kterému je citlivy druh Lactococcus lactis ssp. cremoris.

Mezofilni kultury mohou byt nékdy oznaCoviny také jako O-kultury a LD- kultury.
O-kultury obsahuji specifické kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis
ssp. cremoris. Tyto kultury netvoii CO,. Vyznacuji se odolnosti vii¢i fagiim. PouZivaji se
pfi vyrobé syrii s uzavienou strukturou, jako jsou napf. syry typu Cedar nebo Feta. LD-
kultury obsahuji typické kmeny Leuconostoc mesonteroides ssp. cremoris, Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp.
cremoris. LD-kultury se vyznacuji také vysokou odolnosti vii¢i faghm a je pro n¢ typicka
tvorba diacetylu a CO,. Tyto kultury se vyuzivaji pfi vyrobé masla z kysané smetany, tvr-

dych a polotvrdych syrt a riznych syrt s tvorbou ok v tésté [1,8,10].

Termofilni bakteridlni kultury se v mlékdrenském pramyslu pouzivaji pfi vyrobé syru
s vysokodohiivanou syfeninou (napt. ementdl nebo parmezan), jogurt, mékkych syrt ne-
bo tvaroht. Termofilni zdkysové kultury obsahuji kokovité a palickovité termofilni bakte-

rie mlécného kvaseni s optimdlni teplotou ristu v rozmezi 40-45°C. Mezi termofilni bakte-
rie patif:

e Streptococcus thermophilus

® Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

® Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis

o Lactobacillus helveticus

NSLAB se do syrt dostavaji z jinych zdroji nez ze zdkysovych kultur. Nachézeji se pte-
dev§im v syrech vyrabénych ze syrového mléka, protoZze pochédzeji z mléka samotného.
V syrech vyrabénych z pasterizovaného mléka miize byt zdrojem NSLAB rekontaminace

pasterizovaného mléka napft. ze zafizeni s kterym mléko ptichazi do styku. V dvahu mi-
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Zeme vzit 1 bakterie z predchazejicich vyrob. Jednd se povétSinou o termorezistentni bakte-
rie, které pfezivaji Setrnou pasteraci mléka. Zndmé jsou také biofilmy vytvofené na vyme-
nikovych deskach pasteriza¢niho zafizeni, které mohou byt dalSim zdrojem NSLAB napf.
druh Streptococcus thermophilus. Nékteré NSLAB jsou pasteraci poSkozeny jen subletél-
n¢, a proto se mohou v pasterizovaném mléku a mladém syru obnovit a zacit rozmnoZovat.
NSLAB mohou negativné 1 pozitivné ovliviiovat kvalitu syra. Prispivaji predevSim
k rozvoji chuti a v mnoha pfipadech jsou povaZzovéany za zZadouci slozku zrajicich syrt.
Mezi NSLAB izolovanych ze syra patii napt. Lactobacillus casei, Lb. paracasei, Lb. cur-
vatus, Lb. plantarum [1]. NSLAB mohou po jejich selekci slouZit jako soucdst startova-
cich, pfip. doplikovych kultur, pfi¢emz jejich role miiZe byt napt. produkce kyseliny
mlécné, protektivni a probioticky ucinek atd. Vyuziti selektovanych NSLAB jako dopln-
kovych kultur v syrafstvi v§ak musi spliovat dva zakladni ptfedpoklady: (i) pouZzity kmen
nebo smés kmenii nesmi negativné ovlivilovat proces zrdni a reakce souvisejici
s proteolyzou bilkovin, (ii) dopliikové kultury by mély inhibovat riist a G¢inky ostatnich

NSLAB [1,9].

1.2.1 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus jsou gram pozitivni koky. Vyznacuji se homofermentativnim metabo-
lizmem a produkci L(+) kyseliny mlé¢né. Nejvétsi mérou jsou v syrovém mléce, syrech
a jinych mléénych produktech zastoupeny druhy Lactococcus lactis ssp. lactis a Lacto-
coccus lactis ssp. cremoris. Rod Lactococcus se béZné vyskytuje na rostlindch a kiizi zvi-
fat. Lc. plantarum byl izolovan zejména z rostlin, L. garvieae z ryb, zvitat a mléka a L.
pisium z lososa [11]. Rod Lactococcus je Siroce rozsitfen v ptirod¢ a v posledni dobé se
zvysuje zdjem o vyuZiti potencidlu novych kment izolovanych z riznych pfirodnich eko-

systémt pro vyrobu aromatickych sloucenin [12].

Ve stars$i literatufe nachdzime mlé¢nou skupinu streptokokit pojmenovanou Streptococcus
lactis, Streptococcus lactis ssp. diacetylactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis
ssp. holandicus apod. Divody shrnuti nékterych rodi Streptococcus (Lactococcus) do jed-
noho druhu Lactococcus lactis jsou nasledovné: Lactococcus lactis ssp. diacetylactis ma
vSechny hlavni vlastnosti spole¢né s druhem Lactococcus lactis, ale ma navic vyznamné
vlastnosti fermentovat citrat na aromatvornou latku diacetyl a CO,. Tato vlastnost je podle

novych poznatkil regulovana plazmidem [1,13].
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Druh Lactococcus lactis ssp. lactis je v mlékarenstvi nejvice rozSitfenym mikroorga-
nizmem. V Cerstvém za hygienickych podminek nadojeném mléce se velmi dobfe rozmno-
Zuje, az muze zpusobit zkysnuti. Je neodmyslitelnou soucasti pouzivanych ¢istych mlékai-
skych kultur na vyrobu nékterych kysanych mlék, smetan a na vyrobu vétSiny druhi syra
bud’ jako jedind kultura, anebo spolu s jinou specifickou skupinou mikroorganizmii. Buiiky
maji vejcity tvar v praméru 0,5-1,0 um a vyskytuji se vétSinou v parech nebo v kritkych
fetizcich. Rostou v rozmezi teplot 10-40 °C a optimadlni teplota rtstu je okolo 30 °C. Cha-
rakteristické je, Ze nefermentuje sachar6zu anebo jen v nepatrné miie. V mléku tvoii 0,8-
0,9 % kyseliny mlécné. Mén¢ neZz 10 % metaboliti jsou t€kavé kyseliny, zejména kyselina
octova. Kyselinu citronovou nestépi, netvoii acetoin, diacetyl ani CO,. Lactococcus lactis
Stépi pepton za tvorby amoniaku, kasein v neutrdlnim prostfedi $t€pi jen nepatrné. V médiu
s obsahem 4 % NaCl roste dobie, ale médium s obsahem 6,5 % NaCl inhibuje jejich rust

[1,13].

Druh Lactococcus lactis ssp. cremoris je prumyslové dulezity mikroorganizmus, ktery
se pouziva jako startovaci kultura pfi vyrobé mnoha druhti syra a dalSich mlé¢nych vyrob-
ki [14]. Pokud bychom srovnali oba poddruhy pak Lactococcus lactis ssp. cremoris ma
ve srovnani s Lactococcus lactis ssp. lactis o néco nizsi optimdlni teplotu riistu (ptiblizné
28 °C). Dale tvofi méfitelné mnozstvi CO,, laktézu fermentuje pomaleji, morfologicky
se vyznacuje zpravidla vétSimi bunkami 0,6-1,0 um, které zastavaji u sebe ve sméru jejich
dé€leni, proto vznikaji dlouhé fetizky Casto z 20 a vice bunék. Tvorba dlouhych fetizk
je charakteristickd pro Cerstvé kultury péstované v mléku. U starSich kultur se fetizky roz-
paddvaji na pary. Nekteré kmeny tvoii sliz. V mléku tvoii asi 0,7 % kyseliny mlécné. Jako
homofermentativni bakterie mlééného kvaseni tvoii mélo vedlejSich produktl, pific¢emz
tvorba CO, je proménlivd. Vytvaii také madlo acetoinu a diacetylu. Roste v médiu
s obsahem 2 % NaCl, ale pokud je obsah vyssi nez 4 % NaCl, pak v tomto prostfedi neros-
te.

Je proto typickym smetanovym nebo mléEnym streptokokem, ne vSak univerzalnim syrai-
skym mikroorganizmem, protoze v syrech byva vyssi koncentrace NaCl. Nejvyssi speci-

ficka mira rastu je pii pH 6,3-6,9 [1,13].

1.2.2 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus patii do velké skupiny BMK jedna se také o gram pozitivni organizmy.

S vice nez 100 druhy a poddruhy. Rod Lactobacillus ptedstavuje nejvetsi skupinu v rodiné
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Lactobacillaceae. Clenové rodu jsou ve tvaru tyéinek, asto uspoiddany v fetizcich. Jsou
fakultativné aerobni, ale dobfe rostou i za anaerobnich podminek. Laktobacily jsou spojeny
s vyrobou potravin, pro zlepSeni chuti, viin¢ a textury popi. nutricni hodnoty. Jejich kon-
zervacni ucinek je dan okyselenim zptusobeny fermentaci pentdz, hex6z na kyselinu mléc-
nou. Laktobacily se pouzivaji jako startovaci nebo doplitkové kultury pro vyrobu riznych
druhil syrd, fermentovanych rostlinnych potravin, fermentovaného masa, na vyrobu piva
a vina, kynutého peciva a sildZe. Zpusobuji rychly pokles pH v suroviné diky produkci
kyseliny mlécné. Laktobacily se v souCasnosti vyuZzivaji také pro piipravu probiotickych
preparati, kde se vyskytuji nejéastéji druhy Lbc. acidophilus, Lbc. casei, Lbc. lactis, Lbc.
reuteri, Lbc. plantarum, Lbc. brevis. Probiotika ovliviuji zdravotni stav ¢lovéka ne€kolika
zpusoby. Mohou plisobit svou vlastni pfitomnosti, vytésiiovat svym ristem patogenni mik-
roorganizmy jako jsou Helicobacter pylori, Salmonella ssp., Listeria monocytogenes,
Clostridium difficile apod. a to napf. soutéZenim o Ziviny, adheznimi misty na stfevnim
epitelu nebo tvorbou antimikrobidlnich latek (bakteriocind, peroxidu vodiku, organickych
kyselin a dalSich). Bakteriociny jsou proteinové slouceniny, schopné inhibovat mnohé
gram pozitivni bakterie, zabranuji kaZeni a riistu patogennich bakterii, a jsou aktivni
zejména proti blizce ptibuznym druhlim bakterii. Vzhledem k jejich vlivu na rlist patogent,
maji bakteriociny potencidlni vyuZiti jako pfirodni konzervacni latky. Na druhou stranu je
funkénost zdstupct produkujici bakteriociny v prumyslovém zpracovani potravin stile
zpochybiiovédna. V této souvislosti je Zddouci dimysIngjsi pochopeni vztahii mezi rastem
mikroorganizmt a produkci bakteriocint v zdvislosti na rtiznych faktorech. Produkce bak-
teriocinll je ovlivnéna pievazné hodnotami pH a teplotou. V piipad¢ zdstupct druhu Lac-
tobacillus curvatus byla pozorovdna silnd aktivita vii¢i patogenu Listeria monocytogenes,
proto se jeho pouziti jakozto ochranné kultury jevi jako perspektivni [18]. DileZita schop-
nost probiotik je adheze na stfevni epitelové buiiky a sliznici. Adheze je n¢kolika stupnovy
proces, ktery neni zcela objasnén. Tento proces zahrnuje interakce bakterii stfevni sténou,
které jsou zavislé na rtiznych vlastnostech, jednou z nich je hydrofobicita povrchu bunék.
Proteolytickd aktivita, vyroba aromaticky sloucenin, bakteriocinii a exopolysacharidii jsou
dualezité pro kvalitu a nutricni hodnotu konecného vyrobku a rozsiteni spektra biotechnolo-

gickych aplikaci této vyznamné skupiny BMK [15,16].

Do non-startérové skupiny laktobacilii patii Lactobacillus curvatus ssp. curvatus, jehoz
buniky jsou zakfivené, ve tvaru fazolek nebo ty€inek se zaoblenymi konci a dosahuje ob-

vykle velikosti 0,7-0,9 um v nékterych piipadech az 2 pum. Vyskytuji se v parech nebo
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v kratkych fetizcich, mohou byt pozorovany i v uzavienych kruzich. Nékteré kmeny jsou
pohyblivé, jiné ztraci svoji pohyblivost po subkultivaci. Pfi teploté 45°C nerostou, ale vét-
Sina druhl roste v rozmezi teplot 4-42 °C nékteré i pii 2°C. Lactobacillus curvatus ssp.
curvatus je fakultativné heterofermentativni, kyselinu mlé¢nou produkuje jako piebytek L-

(+) izomer [17].

1.3 Vyuziti bakterii mlé¢ného kvaSeni

Jednim z cila potravindiského primyslu je hledani a vybér vhodnych kment pro dosazeni
vysoké kvality vyrobkl. Pfed pouzitim kmenil v potravinach je nezbytnd jejich spolehliva
identifikace a charakterizace. Pro tyto dcely je dileZité mit k dispozici rychlé a vhodné
metody identifikace cilovych mikroorganizmii. V soucasné dob¢ se prevdzné pouZzivaji

molekuldrn¢ genetické metody napt. PCR (polymerdzova fetézova reakce) [6].

BMK jsou Siroce pouZzivany jako startovaci bakterie, u nichZ je pozadovand technologicka
funkce spojena se schopnosti mikroorganizmli pfeménovat substraty, napi. sacharidy, bil-
koviny a lipidy na metabolity, které pozitivné ovliviiuji produkt. BMK se pouZzivaji béhem
vyroby fermentovanych mléénych vyrobkli zejména v piipad¢ syrit a kysanych mlé¢nych
vyrobkil. Fermentované vyrobky jsou obvykle vyrdbény za pouZiti smésnych kultur, které
obsahuji definované kmeny riiznych druhti mikroorganizmi. Jednokmenové kultury
se vyuZzivaji mén¢, protoZe rostou pomaleji v médiu, ale jejich vyuZiti neni vyjimkou. Smi-
Sené kultury (obsahujici bakterie i kvasinky) zlepsuji chut’ a organoleptické vlastnosti urci-

tych druhii potravin (napt. kefirového mléka, syri s mazem na povrchu) [7].

Pti vyrobé syrt je iloha BMK kli¢ova. Aktivita bakteridlnich enzyml ma zasadni vliv pro
rozvoj chuti a textury syra v prubéhu zrani. Mirné sniZeni pH mléka podporuje sladké sra-
Zeni a také ovliviiuje mnoho aspektii béhem vyrobniho procesu syrti, napf. inhibuje rist
nekterych patogenti. Vysledné sniZzeni pH pfispiva déle k prodlouzeni ddrZznosti syri. Oky-
seleni mléka je dosaZeno fermentaci lakt6zy metabolizmem BMK. VétSina syra je vyrabé-
na za pouziti selektovanych kultur, které dodavaji syrim zadouci vlastnosti. Mezi hlavni
druhy, které jsou soucasti startovacich kultur pouzivanych pfi vyrob¢ syrt, se fadi Lacto-
coccus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus del-

bruckeii a Leuconostoc mesonteroides ssp. dextranicum [2].

Hlavni biochemické procesy doprovazejici zrani syru lze rozd€lit na priméarni déje, které

zahrnuji metabolizmus laktézy, laktatu a citratu, lipolyzu (kone¢nym produktem jsou volné
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mastné kyseliny) a proteolyzu. Nasledné probihaji sekundarni biochemické d¢je, které jsou
dileZité pro vlastni vyvoj senzoricky aktivnich slou¢enin a zahrnuji zejména metabolizmus

volnych mastnych kyselin a aminokyselin [57].

Béhem vyroby syrit dochdzi k fermentaci laktézy BMK na kyselinu mlé¢nou za soucasné-
ho sniZovéani hodnoty pH syfeniny, ¢imZ se podpoii synereze (vytékani kapaliny z gelu).
Voda védzana na kasein se sniZujicim se pH postupné prechdzi na vodu volnou, kterou je
potom mozné odstranit lisovanim. Zasadni podpurny dopad na prokysani syfeniny ma také
pouziti zvySené teploty béhem dohiivani a dosousSeni. Syfenina ddle prokysava také béhem
lisovani. Nizk4 hodnota pH syfeniny a malo disociovand kyselina mlécnd inhibuje rust

a metabolizmus neZddoucich kontaminujicich bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae [1,10].

V syrech s nizkodohiivanou syfeninou vyrdbénych pomoci mezofilnich kultur, je na fezu
pozadovana tvorba 3-5 ok velikosti hrachu. Oka jsou tvofené oxidem uhli¢itym (COy),
kterd jsou produkovana zdkysovymi bakteriemi. Hlavnim zdrojem uhliku pro tvorbu CO,
v syrech s nizkodohtivanou syfeninou, jsou citraty mléka. Citraty jsou fermentovany aro-
matvornymi koky mezofilniho zdkysu, ¢asto nazyvané jako citrat utilizujici (Cit") koky,
které produkuji kromé CO, i ¢tyfuhlikaté slouceniny, z nich diacetyl je nositelem typické-
ho aromatu. Mezi aromatvorné koky patii napt. Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diace-
tylactis, Leuconostoc mesonteroides ssp. cremoris, Leuconostoc mesonteroides ssp. dex-
tranicum. Ptikladem pomérné vysoké produkce oxidu uhli¢itého je aktivita Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, ktery za vhodnych podminek tvoii v mléku 15-20 obj.
% CO,. Z jedné molekuly kyseliny citronové vznikne po jedné molekule kyseliny octové,
kyseliny pyrohroznové a CO,. Pfi pfemén¢ dvou molekul kyseliny pyrohroznové na aceto-

in a diacetyl vzniknou dal$i dvé molekuly CO,. Jedna se o metabolizmus citréatu [1,10].

Rozklad bilkovin (proteolyza) je charakteristickym znakem zrani polotvrdych syra. Na
proteolyze se podili syfidlo, extracelularni enzymy BMK (pfip. nezdkysové BMK)
a plazmin (nativni protedza mléka). Proteolyticka aktivita plazminu je ve vyznamné mife
zavisld na hodnoté pH prostiedi. M4 vyznamnou tdlohu pii zrani syrt s vyssi hodnotou pH
(napt. syry ementdlského a holandského typu). Nejprve je parakaseinu Sté€pen syfidlem,
toto primdarni naStépeni pak urychluje plisobeni extracelularnich enzymi, které $tépi poly-
peptidy na polypeptidy s niZ§i molekulovou hmotnosti. Vzniklé kratsi oligopeptidy zejmé-
na dipeptidy a tripeptidy, mohou byt intracelularné hydrolyzovany pomoci endo a exopep-
tidaz (napf. aminopeptidazy, di a tripeptidazy) primarnich a sekundéarnich zakysovych kul-

tur nebo BMK nezdkysového ptivodu. Peptidy se vyznacuji vyraznymi chutovymi vlast-
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nostmi, které je mozné zaradit do Ctyf zdkladnich skupin (kyseld, sland, hotkd a umami).
Nékteré peptidy mohou zplisobovat hotkou chut’ syri. Vyznamnd tvorba hotkych peptidii
muze byt pfisuzovdna napi. rodim Lactococcus, diky jejich proteolytickym enzymim
v bunéénych sténdch. Pomoci enzymatického aparatu mohou byt aminokyseliny déle kata-
bolizovany za vzniku nejriiznéjSich senzoricky aktivnich latek. Druhou cestou kde mohou
byt aminokyseliny vyuZity, je syntéza proteinll, avSak biosyntéza je moZna pouze u vitdl-
nich bun¢k. Kone¢nym produktem proteolyzy jsou volné aminokyseliny (FAA). Jejich
koncentrace zavisi na druhu syra, pouzité vyrobni technologii a podminkéch zrani. Ve vét-
Sin€ piipadl neovliviiuji vyvoj aroma syru piimo. Mnohem vyznamnéjsi z hlediska vlivu
na organoleptické vlastnosti syru je konverze FAA na senzoricky aktivni latky (amoniak,
aminy, karbonylové slouceniny, fenol, alkoholy atd.), a to prostiednictvim intraceluldrnich
enzymli mikroorganizmi. Schopnost produkovat senzoricky aktivni slouceniny
z aminokyselin je siln€ 1 druhové a dokonce i kmenové zdvisld. Ze slozit¢ého komplexu

reakci 1ze jmenovat napft. tyto: transaminace, deaminace, dekarboxylace za vzniku biogen-

nich amint a dalsi [1,8,57].
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2 VYZNAM SOLI V PRIRODNICH SYRECH

Obsah soli (NaCl) v syrech se pohybuje v rozmezi od 0,7 do 6 % (v nékterych piipadech
i nad 6 %), pricemz konkrétni obsah soli je zavisly na druhu syra. Nizky obsah soli ma;ji
zejména Cerstvé syry do 1,5 % NaCl, do této skupiny miizeme zahrnout i tvrdy syr Gruyere
s obsahem soli 1,1 % nebo syry ementélského typu s obsahem 0,7 %. Stfedni obsah soli
maji syry s nizkodohiivanou syfeninou 1,5-3,0 % napt. Eidam, Gouda i syry ¢edarového
typu. Vyssi obsah soli maji syry s plisni v té€sté (napt. Niva, Roquefort) nebo Olomoucké
tvartizky a to pfiblizn¢ do 6 %. Dalsi skupinu piedstavuji syry zrajici v solném ndlevu

(napft. syr Domiatti, Feta, Balkdnsky syr nebo syr Akawi) s obsahem soli nad 6 %.

Stl v syrech ma tfi dalezité funkce: mize piispivat k minimalizaci kaZeni a prevenci rtstu
patogenl, pifimo pfispivd k chuti a textufe syrti a je zdrojem sodiku v potraveé. Spolu
s pozadovanou hodnotou pH, aktivitou vody a hodnotu redox potencidlu, stil pomaha pfi
konzervaci syrd. Kromé vySe zminénych funkci ma obsah NaCl vliv na enzymatickou ak-
tivitu a biochemické zmény jako je metabolizmus laktézy, kyseliny mlécné, citratu dale
proteolyza, lipolyza a hydratace parakaseinu, ke kterym dochdzi v pribéhu zrani. Mnoho
faktorii ovliviiuje piijem a distribuci NaCl v syrech a piesné fizeni téchto faktori je dileZzi-
tou soucasti pii primyslové vyrobé syrii a zajiSténi tak jednotné a optimdlni kvality

[10,19,20].

Denni spotieba sodiku pro dosp€lého Clovéka je v rozmezi 2,4-6 g na den. Dietdrni piijem
sodiku ve stravé je v dnesSni dobé pfili§ vysoky, je dvakrat az trikrat vysSi nez je doporuce-
né mnoZstvi pro Zadouci fyziologické funkce. Nadmérny pifjem sodiku miiZe zplisobovat
nezadouci fyziologické zmény, z nichZ nejvyznamnéjsi je hypertenze a zvySeni vylu¢ovani
vapniku coz muze vést k osteopordze. Nicméné¢, v syrech je relativné maly piispévek den-
niho mnozZstvi sodiku s vyjimkou piipadi, kdy jsou konzumovéany vysokd mnoZstvi NaCl,

a to zejména u vysoko solenych syrt napt. Feta a Domiatti [10,19].

2.1 Soleni syri

Vyroba syru je ptevaziné proces dehydratace a acidifikace, kdy se sniZuje hodnota pH
v mléce z 6,6 na 4,6-5,4 v Cerstvé hmot¢ syra. Soleni m4 vliv nejen na vyslednou chut’, ale
ovlivituje aktivitu kultur a enzym b&hem zrani syrd. ZvySenim osmotického tlaku
v prostoru mezi zrny a pusobenim na bilkoviny se zvySuje mnozstvi uvolnéné syrovéatky.

Dile se solenim zpeviiuje povrch syrti. NaCl pronikd do syri difuzi, osmotické jevy se
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uplatiuji na povrchu syrovych zrn. Efektivni difuzni koeficient je vSak niZs$i neZ difuzni
koeficient NaCl ve vod¢. Difuzi miiZze zpomalit napt. vyssi viskozita, protitok ostatnich

latek a tukové kulicky, které blokuji kanalky mezi zrny [8,20,21].
RozliSujeme 4 zptsoby soleni:

e Soleni do mléka — vyhodou tohoto zptisobu soleni je dokonalé rozptyleni NaCl
a slouzi ke kontrole mikrofléry mléka. Piidavek soli do mléka pied syfenim vyraz-
n¢ zhorSuje synerezi syfeniny z hmoty syra a vede k pfili§ vysoké hladiné vlhkosti
v kone¢ném vyrobku. Nezadoucimi ucinky ptidavku soli do mléka je vysledny na-
rust hydratace kaseinu, coz zhorSuje kaseinovou agregaci tento jev je zpusoben
rozpusténim koloidniho fosfore¢nanu vapenatého. Tento zpusob soleni se vyuziva
napt. u typu Domiatti, kde se ¢ast NaCl ptidava do mléka [20,22].

e Soleni do zrna — jednd se o pifimé pfidani a michani krystalti soli do rozkrijené,
pomleté nebo rozbité syfeniny na konci zpracovani pred formovanim. V piipadé
cedaru dochézi k soleni aZ po vylisovani a naslednému rozmélnéni syfeniny. Tento
proces se nazyva Cedarizace. Soleni do zrna umoZziiuje zaradit soleni do vlastni vy-
robni linky, mechanizace celé vyroby je velmi usnadnéna. Stl se rozpousti ve vlhké
syfeniné a pronikd do Céstic rozkrajené syfeniny. Napomahd k vytuZeni zrna
a uvolnénd syrovatka rozpousti dalsi krystaly NaCl. Vznika ptesyceny roztok ko-
lem kazdé ¢astice. Vysledkem je rovnomérné prosoleni v kratké dobé 10-20 minut
[8,21].

¢ Soleni na sucho — pfi tomto zptisobu se roztird sucha stil na povrch vyformovanych
syri. Povrch syra je v pfimém kontaktu se soli, ¢imz dojde ke smrSténi bilkovin
a zpomaleni pohybu soli. Soleni na sucho se musi u vétSich syrii vicekrat opakovat.
Pouziva se sil s vétsimi krystaly, pokud bychom pouZili krystaly malych rozmért,
stl by se rychle vstfebala a vytvofila by se klira na povrchu syrti. Soleni na sucho
se pouzivd u syri s plisni v tést¢ (Roquefort, Niva). U syra s plisni na povrchu
(Camembert, Hermelin, Brie) se soli kontinualn¢ nastiikem suché soli [19,21].

e Soleni v solné 14zni — timto zplisobem se u nds soli vétSina druhii syrt napi. eidam,
gouda. Probiha zde difuze soli dovnitf, kterd trvd podle velikosti syrt nékolik hodin
az dnti. Pii soleni v solném roztoku je nutné pravidelné¢ kontrolovat koncentraci
roztoku, teplotu 14zné, kyselost a také bakteriologickou Cistotu. Koncentrace solné
lazn€ se pohybuje nejCastéji v rozmezi 18-22 %, pH solné lazné je 5,2 pro tvrdé sy-

ry, 4,8-5,0 pro m&kké syry. Zadouct je i obsah vapniku 0,1-0,2 %. Teplota solenf se
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vétSinou pohybuje mezi 10-14 °C. Doba soleni z4visi na velikosti a tvaru syra a ta-
ké na jeho pozadovaném obsahu NaCl. Syry by mély byt vkladdny do solné 1dzné
fadné prokysané, u tvrdych a polotvrdych syrt pH kolem 5,4. Syry s vysokym pH
vstiebavaji méné soli, byly by pfili§ mekké. Naopak u syri s nizkym pH bude kon-
zistence tuha a krehka [8,19,20,21].

2.2 Faktory ovliviiujici mnoZstvi vstiebavani soli

vvvvvv

faktory patii koncentrace NaCl a koncentra¢ni gradient, ¢as soleni, teplota syfeniny a sol-

ného roztoku, geometrie syra, pocdtecni rovnovdha mezi pomérem S/V (sul/vlhkost)

v syfening¢, po¢dtecni vlhkost syfeniny a pH syfeniny a solného roztoku [19].

Koncentrace NaCl a koncentracni gradient — vyS$§i hladiny chloridu sodného
v solném ndlevu zpiisobuji vyS$i miru vstfebavani soli a zvySeni hladiny S/V
v syru. Difuze NaCl se §iii prostiednictvim syra a je vzdy ovlivnéna koncentraci
solného roztoku. Rychlost absorpce se zvySuje a sniZzuje s rychlosti koncentrace
solného roztoku v rozmezi 5 az 20 %. Ale zvySeni koncentrace NaCl aZ na vysi 25
% v solném nédlevu muze zpusobit sniZzeni mnoZstvi absorbované soli v zavislosti
na pH syra pted ulozenim do solného roztoku. Tento tucinek je pravdépodobné spo-
jen s dehydrataci v povrchové vrstvé, kterd brani vstiebdavani soli [19,24].

Cas soleni — doba soleni se fidi nejen velikosti syra, ale pfedeviim jeho druhem,
napt. Cerstvé syry se soli 8-15 minut, romadtr 2-3 hodiny, holandské cihla 48 hodin
a moravsky blok az 72 hodin [41].

Teplota solného roztoku — nemd byt zdvisld na teploté¢ okoli. Solné ldzeh ma byt
podle potfeby temperovand na pozadovany stupen teploty ochlazenim nebo pfihii-
vanim. Vys$i teplota solné 1dzné vysoleni syra urychluje, naopak nizsi teplota vyso-
leni zpomaluje. U nedokysanych syri, kde je potieba zajistit teplotu vhodnou pro
rozvoj mezofilni kultury, je teplota solné 14zn€ po dobu prokysani udrzovéana na 18-
20 °C. Druhy den jsou uz syry prokysané a teplotu solného roztoku je mozné snizit
na 10-12 °C [25,41].

Geometrie syra — absorpce soli se zvysuje s rostouci plochou bloka syrt. U soleni
do zrna (Cedarizace) dojde k absorpci soli soucCasn¢ a Cas potiebny k vyrovnani

mnoZstvi soli je podstatné niZsi nez v piipade syrii solenych v solném roztoku. Pro-

nikdn{ soli ze solného roztoku do syra, se vztahuje na plochu bloki syrii. U syrt
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Romano (italské syry) s podobnym poméry S/V, je pak rychlost absorpce soli
u obdélnikového tvaru syri vyssi nez u valcového tvaru syra [19].

e Pocétecni rovnovdha S/V v syfeniné a pfedsoleni — soleni syrii v solnych ldznich
byva ndkladny proces, co se tyce prostoru, ndkladi na tidrzbu a korozivity solnym
roztokem. V dusledku toho se miize provadét predsoleni vedouci ke snizeni Casu
soleni. Piedsoleni zvysuje hladinu soli v syfenin€, az dojde ke zvySeni rovnovahy
S/V napt. u Goudy [19,24].

e Pocatecni obsah vody — jak sill prostupuje do syra, pfitahuje vodu ze stiedu syra,
solny roztok se zfed’'uje a vyrovnd susinu syra. Toto pdsmo se nazyva vyménné. So-
leni musi probihat pozvolné€, aby se nevytvofila pfili§ tvrda popt. kiehkd kilira na
povrchu syru [41].

e pH syfeniny a solného roztoku — je Zddouci, aby solnd lazent méla urcity stupeii ky-
selosti. K vyméné latek mezi syrem a solnou ldzni dochdzi pomoci difuze. Mnoz-
stvi latek vzdjemné se vymeénujicich se nazyva difuzni spad. Jednd se o prostup
NaCl osmézou pies polopropustnou membranu (povrch syrtl) do roztoku s nizsi
koncentraci NaCl. Naopak difuzi piechdzi ze syra z mist vyssi koncentrace voda
a v ni rozpustné St€py bilkovin, lakt6za, kyselina mlécnd a kyselina fosforecnd do
mist s niZ§i koncentraci vody a vyS$i koncentraci NaCl. Na kyselosti solné 14zné
pak zdavisi doba soleni a jakost vyrobku. Titracni kyselost (SH) nema takovy vliv na
prabeh soleni jako aktivni kyselost uddvana v pH. Vztah mezi pH a SH solnych
14zni neni linedrni a nemé kazd4 l4dzen pfi stejném SH stejné pH a naopak. To zdvisi
na tzv. pufrovaci schopnosti solné 14zné& tj. obsahu minerdlnich l4tek a rozkladnych
produktii bilkovin, pfichdzejicich ze syra do solné lazné. Okyselovani mé konzer-
vacni Gcinek a takd minimalizuje riziko povrchovych vad (napf. vzniku klry na po-
vrchu syra) spojené se ztrdtou H' iontdl. Je moZné, Zze nadmérné sniZeni pH solného
roztoku napt. na hodnotu 4,6 by vedlo k vysoké ztraté vody z povrchu syra, coZ by
snizilo piijem soli. Kyselost solné 14zn¢ se ma pohybovat na stejném pH jako syr

vlozeny k prosolenti tj. pro tvrdy syr pH 5,2, pro mékky syr pH 4,8-5,0 [1,19,41].

Prinik soli do syra v solné 1dzni nebo pii soleni na sucho, se uskuteciiuje na jeho povrchu.
Mezi obsahem soli v solné 1dzni (nebo na povrchu syrii) a obsahem soli v syru pod jeho
povrchem musi byt dostateCny koncentracni spad. Pfi vyrovnani obou koncentraci by se
proces osmdzy zastavil. Proto musi soleni probihat takovou intenzitou, aby siil prostupujici

do syra méla Cas proniknout do nevysoleného jadra. Ustanoveni rovnovahy S/V je dosaze-
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no az v prubéhu zrani, v zdvislosti na typu syrd, velikosti a lisovacich podminkéach, napf.
10-12 dni u syru Limburger (m&kky syr), 8-12 tydnti pro Goudu, 4-6 tydnd pro syry ei-
damského typu. Rozdily v dob& potiebné pro vyrovnani koncentrace soli v celém bloku
syra jsou dédle ovlivnény rozmeéry syrii, poméru povrchu k objemu, ve slozeni a nakladani
do solného ndlevu (které mohou mit vliv na sloZeni syrG a distribuci soli a vlhkosti
v koncentraci solného ndlevu). Koncentrace soli v solné 1azni jsou pro syry ementalského
typu 22 %, pro holandské syry 17-18 %. Pro tvrdé a polotvrdé syry se voli nizsi teplota
solné 1azn¢ 12-14 °C, pro mekké syry je teplota 14-20 °C [1,10].

2.3 Funkce soli v syrech

Stl hraje dtleZitou roli v regulaci mnoha aspektt u syrtt a mléénych vyrobki. Hlavni funk-
ci NaCl je podpoteni bariérového efektu v syrech a dodani chuté. Chut’ soli je vysoce ce-
néna a slanost je povazovdna za jednu ze Ctyt zdkladnich chuti. Lze pfedpokladat, Ze cha-
rakteristickd chut’ NaCl je ddna sodnymi kationty, protoze KCI m4 vyrazné odliSnou chut’
ve srovnani s NaCl. Nesoleny syr neni chutny a je pfirozen¢ nevyrazny. NaCl ma dale vliv
na vodni aktivitu a spravné soleni podporuje rust urcité mikrofléry. Obsah soli mé zasadni
vliv na sloZeni syrd, dynamiku rtstu piitomné mikrofléry, proteinovou hydrataci a enzy-
matickou ¢innost, ¢imz ovliviiuje rychlost zrani, texturu, chut’ a v neposledni fad¢ kvalitu

syrt [22,41].

2.3.1 Aktivita vody

Konzervaéni ucinek NaCl v syru je dan diky jeho ucinku na vodni aktivitu (ay). Po nasole-
vodni faze potravin, aZ dojde k dehydrataci bakteridlnich bun¢k, a tim k jejich usmrceni
nebo alespon potlaceni rastu. Béhem zrani syrt jsou produkovany nékteré slouceniny napf.
aminokyseliny, kratké peptidy a mastné kyseliny. Vznikem téchto sloucenin dochdzi také
ke sniZeni aktivity vody. VétSina druhil syrii nema dostate¢né nizkou ay,, aby zabranily
rustu kvasinek, plisni a né€kterych patogennich bakterii. ay, spolu s nizkou hodnotou pH
a nizkou teplotou je velmi dc¢innou kontrolou mikrobidlniho rlstu starterovych a non-
starterovych bakterii mlééného kvaseni. Posledni uvedené bakterie jsou obecné neSkodné,
ale ve vysokém poctu mohou byt nezddouci. Mohou pftispét k nepfedvidatelné chuti a ra-

cemizaci L(+) laktatu na D(-) laktdt za tvorby nerozpustné soli s vapnikem, coz jsou mléc-

n¢ zbarvené krystaly laktétu, které se objevuji jako bilé skvrny na syru. Rast mezofilnich
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(napt. Lactococcus lactis ssp. lactis) a termofilnich (napt. Streptococcus thermophilus)
starterovych kultur bakterii mlé¢ného kvaSeni v syfenin€ je vyrazné ovlivnén koncentraci
NaCl, jak ukazuji zmény v populaci hustoty, vyuziti laktézy nebo snizovani pH syfeniny
behem vyroby syrii. Starterova aktivita je stimulovana 2 % obsahem NaCl. Citlivost starte-
rovych kultur na koncentraci soli se vyrazné 1i§i. Druh Lactococcus lactis ssp. lactis je

obecné tolerantnéj$i k vyS§imu obsahu NaCl nez druh Streptococcus thermophilus [22,23].

2.3.2 Texturni a reologické vlastnosti syriu

Textura jsou vSechny mechanické, geometrické a povrchové vlastnosti vyrobku vnimatelné
prostfednictvim mechanickych, hmatovych, piipadné zrakovych a sluchovych receptorii
[40]. M4 prvotady vyznam pro hodnoceni oblibenosti syri u konzumenta. Je nutné brat
v Gvahu zmény textury béhem zrani syrt, jez souviseji také s pozadovanymi zménami chu-
ti a viiné. Zménami béhem zrani prochézi bilkoviny, sacharidy, v pozdéjsich etapach zrani
i tuky. Textura se méni také vysychanim syrové hmoty v pribéhu zrani. NaCl ma velky
vliv na reologii a texturu syrd. Syr bez soli je me¢kky, pastovity a lepivy v zdvislosti na
délce zrani. Naopak vysoké koncentrace soli vedou ke tvrdosti, suchosti, tyto vlastnosti

byly pozorovény u vysoko solenych syrli napt. Feta a Domiati [22,23,39].

Koncentrace NaCl a rovnovaha S/V ma vliv na reologické vlastnosti jako je napf. pevnost,
kiehkost a pruznost. Tvrdost je mechanickd vlastnost textury vztahujici se na silu potieb-
nou k dosaZeni dané deformace nebo penetrace vyrobku. ZvySeni S/V v rozmezi 0,4-12 %
ma za ndsledek zvysSeni pevnosti a smykové tvrdosti raznych syrii. Zvyseni pevnosti Ize
¢astecné pricist doprovazejicim zménam ve slozeni napf. snizeni obsahu vlhkosti a zvysSeni
obsahu proteinu, hydrataci parakaseinu. Uginky mohou dle souviset s risstem pH a rozsa-
hem proteolyzy. Rozdily ve stupni hydratace a kaseinové agregace jsou ovlivnény ménicim
se obsahem soli, ktery by mohl zménit pomér mezi viskézni a elastickou sloZkou v syrech

[19].
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3 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou bazické dusikaté slouceniny, tvoiené fadou mikroorganizmt
vykazujici dekarboxyldzovou aktivitu z odpovidajicich aminokyselin, nebo aminaci
a transaminaci aldehydl a ketonil. Nizkd koncentrace BA muze byt lidskym télem tolero-
vana, pokud jsou ucinné detoxikacni mechanizmy ve stfevnim traktu. Na detoxikaci se
podili enzymy monoaminooxiddzy a diaminooxidazy. Jestlize vSak nastane nadmérny pii-
jem nékterého biogenniho aminu, jsou katabolické funkce potlateny a dochazi
k fyziologickym poruchdm. Jednd se zvlast€¢ o nezddouci vazoaktivni a psychoaktivni
(Tyr), putrescin (Put), kadaverin (Kad), B-fenyletylamin (Phe), spermidin (Spd) a spermin
(Spn). BA jsou piitomny skoro ve vSech potravinich pfedevsim v téch s vysokym obsahem
proteind. Nedostatek hygieny v rdmci vyrobniho procesu, resp. nedodrzeni spravné vyrob-
ni praxe miZe vést k pritomnosti a aktivité¢ neZddouci mikrofléry v pribéhu zrani syrt za
soucasné produkce BA. Neékteré druhy bakterii (Celed’ Enterobacteriaceae nebo nékteré
kmeny rodi Lactobacillus, Streptococcus, Micrococcus, Enterococcus a Pseudomonas)
jsou schopny produkovat BA dekarboxyldzovou aktivitou. Produkce BA je vlastnost speci-
ficka spiSe pro urcité kmeny bakterii nez vlastnost typickd pro dany druh, tudiZ rzné kme-
ny téhoZ druhu se mohou liSit v intenzité¢ v produkci BA. BA mohou byt také produkovéany
bakteriemi mlééného kvaseni, které jsou bézné¢ pouzivany pro technologické ucely jako
startovaci, ptip. doplinkové kultury. Bakterie mlécného kvaseni jsou pouZivany v rdmci
biotechnologického procesu vyroby syru jako zdkysové kultury [28,29,30,33]. Obecné¢ lze
tict, Ze produkce BA béhem zrani syru je jev nezadouci a mé¢lo by se tomuto procesu pied-

chazet. V tabulce 1 je zndzornéno rozdéleni BA [29].

Tabulka 1: Rozdéleni biogennich aminu

Klasifikace podle chemické struktury Podle poc¢tu amino skupin

aromatické aminy - His, | alifatické — Put, Kad monoaminy — Tyr, Phe

Tyr, Ser, Phe, Trp

alifatické diaminy - Put, | heterocyklické — His, Trp diaminy — His, Put, Kad
Kad

Alifatické polyaminy — Spd, | aromatické — Tyr, Phe triaminy - Agm
Spn, Agm
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3.1 Dekarboxylazova aktivita

BA jsou piitomné ve vSech Zivych organizmech a jsou pro organizmus nepostradatelné.
Maji vliv na proliferaci bunék, slouzi jako zdroj dusiku nebo jako prekurzory nékterych
hormont, plni funkci neurotransmiterti v centrdlnim nervovém systému. V nadlimitnich
koncentracich vSak mohou mit na organizmus negativni vliv. V potravinach a krmivech
predstavuji BA jedny z nezadoucich metabolitii kone¢ného rozkladu bilkovin. Z hlediska
potravin a vyZivy je rozhodujici cestou pro vznik BA dekarboxylace aminokyselin piisobe-
nim enzymu nékterych bakterii. Dekarboxylace je d¢j, kdy dochdzi k odstépeni karboxylo-
vé skupiny za tvorby CO,, G¢inny enzym se nazyva dekarboxyldza. Pyridoxal-5-fosfat pt-
sobi jako kofaktor dekarboxylaz. Histidin dekarboxyldzy lze rozd€lit do dvou skupin, které
pochézeji: (i) z eukaryotickych bun¢k a gram-negativnich bakterii, které vyZaduji kofaktor
pyridoxal-5-fosfatu, (i1) a z grampozitivnich bakterii, které vyuZivaji kovalentn¢€ navazany
pyruvoyl jako soucdst prostetické skupiny [31].

Vv s

Nejdtlezitéjsi BA jsou His, Tyr, Put, Kad a Phe, coz jsou produkty dekarboxylace histidi-
nu, ornitinu, tyrozinu, lyzinu a fenylalaninu. Putrescin miZe byt vytvofen deaminaci agma-

tinu [29].

Obrazek 1: Vznik biogennich amini z p¥isluSnych aminokyselin [29]
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3.2 Faktory ovliviiujici produkci BA

Hlavnimi pfedpoklady pro vznik BA v potravinach je dostupnost volnych aminokyselin,
pfitomnost mikroorganizmt produkujicich BA (ze surovin nebo ptfidavanych starterovych
kultur) a podminky umoZznujici jejich rist zejména teplota, pH, NaCl, aero-/anaerobiéza
a dostupnost zdrojii uhliku (napf. glukézy). Stejn€ jako podminky ovliviiujici produkci
a aktivitu enzymu [33,34].

3.2.1 Dostupnost volnych aminokyselin

BA se vyskytuji témét v kazdé v potraviné, kterd obsahuje urcité mnoZstvi volnych amino-
kyselin. Autolytickd nebo bakteridlni proteolyza miZe hrit vyznamnou roli v uvolfiovani
volnych aminokyselin z proteinti, které slouzi jako substrat pro dekarboxyldzové reakce
[32,37,38]. Zrani syrt zahrnuje celou fadu biochemickych procest (rozklad laktézy, lipo-
lyzu a proteolyzu). Na procesu zrani se podileji starterové BMK a dalsi pfitomnd mik-
rofléra, kterd obsahuje non-starterové BMK. Starterové BMK piispivaji k rozkladu protei-
nd, zatimco non-starterové jsou zodpoveédné zejména za peptidolyzu a uvolnéni volnych
aminokyselin. Zrani a proteolyza jsou velmi dilezitymi faktory, které ovliviiuji mnozstvi
BA v syrech. Rychlost proteolyzy se zvySuje s dobou zrani, coZ vede k hromadéni volnych
aminokyselin, které slouZzi jako substrat pro dekarboxylazovou cCinnost bakterii. Obecné
plati, Ze ¢im je del$i doba zréni, tim je vyssi obsah BA. Existuje n¢kolik studii (Buiikova et
al. [54]; Ladero et al. [55]), které potvrdily, Ze dlouho zrajici syry maji vysoky stupen pro-
teolyzy, coz vede k vysokému mnoZstvi BA nalezenych v téchto syrech v porovnani se
syry, které zraji krat$i dobu [36]. Histamin byl detekovédn v dlouhodobé¢ zrajicich syrech
a bylo tak prokazano, Ze proteolyza probihajici v obdobi zrani zvySuje produkci a hroma-

déni histaminu v syrech [47,56]. Stejny trend byl pozorovan také u tyraminu [55].

3.2.2 Piitomnost mikroorganizmii s dekarboxylaé¢ni aktivitou

Pfitomnost mikroorganizmii produkujicich BA je nezbytnou podminkou pro biosyntézu
téchto toxickych latek. Akumulace BA ve vysokych koncentraci zavisi nejen na pfitomnos-
ti téchto mikroorganizmii, které museji byt v dostatecném mnozstvi, ale také na shod¢ rtiz-
nych faktort v pribéhu zpracovani a skladovani mléénych vyrobku, napt. zvySeni zraci
teploty miiZe ovlivnit metabolizmus bakteridlni mikroféry, a tim muiZe dojit ke zvySené
aktivité¢ dekarboxyldz a tudiz ke zvySené produkci BA. V piipad¢ fermentovanych potravin

jsou BA, produkovéany nékterymi kmeny bakterii mlééného kvaseni pfitomnych ve starte-
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rovych kulturdch nebo tvoftici soucast ptidruzené sekundarni mikrofléry [47]. Burdychova
a Komprda [43] izolovali Lactobacillus helveticus, ktery produkoval histamin, a byl identi-
fikovan jako startovaci kultura pro vyrobu syr. Ve zrajicim syru byly také izolovéany dru-
hy Lactobacillus ssp. a byla prokazana jejich produkce tyraminu (Ladero et al. [55]). Jako
mozné vychodisko pro sniZeni obsahu BA ve zrajicich syrech je mozné pouZziti kultur
s aminooxiddzovou aktivitou, kterd sniZzuje koncentraci BA, napt. Brevibacterium lineans
muze snizovat obsah tyraminu a histaminu v pribéhu zrani nékterych skupin syra
[43,44,46]. Minimalizace vyskytu mikroorganizmu produkujicich BA, 1ze dosdhnout zajis-
ténym dobrého hygienického stavu surovin, a pokud moZno dal$i mikrobidlni kontroly
béhem celého vyrobniho procesu. Je také dileZzité, aby starterové kultury pouZivané pii
vyrob¢ fermentovanych potravin, byly prosté mikroorganizmt s dekarboxyldzovou aktivi-

tou [34].

3.2.3 ViivpH

pH je klicovy faktor ovliviujici dekarboxylazovou aktivitu. Tvorba BA bakteriemi
s dekarboxyldzovou aktivitou je fyziologicky mechanizmus pro vyrovnani kyselého pro-
sttedi. Dekarboxyldzova ¢innost aminokyselin je silnéjsi v kyselém prostiedi, a proto se
optimdlni hodnota pH pro produkci BA pohybuje v rozmezi 4-5,5. Optimélni droven pH
pro syntézu tyraminu je 5,0. Tato hodnota se také shoduje s optimem pro dekarboxylaci

histidinu [35,42,45].

3.2.4 Teplota

Teplota prostiedi vyznamné ovliviiuje enzymatickou aktivitu mikroorganizmi a tim i po-
tencidlni vznik BA. Teplota je dileZity parametr pfi zpracovani syrt, v prub¢hu zrani
a skladovéni. Skladovani produktu zahrnuje obdobi mezi poslednim krokem vyroby (zrani)
az do data spotieby. Optimélni teplota rastu dekarboxyldza-pozitivnich bakterii se pohybu-
je mezi 20-30 °C. Obecné plati, Ze produkce a hromadéni BA se zvysuje s rostouci teplo-
tou béhem vyroby a skladovani syrii. Naopak nizk4 teplota zrani a skladovani (5 °C) sniZu-
je kumulaci BA, jako je histamin, tyramin, putrescin a kadaverin. Optimélni tvorba hista-
minu je znaéné rozdilnd (5-38 °C) a zdvisi hlavné¢ na druhu produkujici mikrofléry

[31,36,46].
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3.2.5 VlivNaCl

Dal8im faktorem, ktery by mohl mit vliv na nértst obsahu BA je koncentrace soli ve fer-
mentovanych vyrobcich. Tradi¢né se stl pouZziva k regulaci ristu patogennich mikroorga-
nizmu béhem kvaseni a zrani mlécnych vyrobki s cilem zabrénit kazeni potravin. DalSim
disledkem je sniZenf rychlosti ristu bakterii, véetn¢ téch produkujicich BA, aby doslo ke

sniZeni koncentrace BA [36].

VétSina syrt vyrdbénych ze syrového mléka, obsahuje vysoké pocty Enterococcus ssp.,
ktery je jeden z hlavnich producenti BA. Gardini et al.[45]uvadi, Ze pfidavkem vysoké
koncentrace NaCl (okolo 5 %) do mléka, které bylo inokulovdno kmenem Enterococcus
faecalis, doSlo ke sniZeni produkce fenyletylaminu a tyraminu na minimum [45]. Podobny
ucinek koncentrace NaCl byl pozorovanu syr vyrabénych z mléka naockovaného kmenem

Lactobacillus bulgaricus nebo Lactobacillus buchneri [36,45].

3.2.6 Dostupnost zdroji uhliku

Ptitomnost zkvasitelnych sacharidii napt. D-glukézy, zvySuje dekarboxyldzovou aktivitu
mikroorganizml. Obsah D-glukézy v rozmezi hodnot od 0,5-2,0 %, piedstavuje optimalni
koncentraci pro vznik BA. Pokud by obsah D-glukézy, byl vyssi jak 3 % doje k inhibici
dekarboxylaz [46].

3.2.7 Aero-/anaerobioza

Pritomnost kysliku m4 vyznamny vliv na biosyntézu BA. Napt. Enterobacter cloacea pro-
dukuje asi polovicni mnozstvi putrescinu v anaerobnich podminkdch ve srovnani
s aerobnim prostiedim, a Klebsiella pneumoniae syntetizuje podstatné¢ mén¢ kadaverinu,
ale ma schopnost produkovat putrescin za anaerobnich podminek. Redox potencidl v mé-
diu také ovliviuje produkci BA. SniZenim redox potencidlu dojde ke zvySeni produkce
histaminu. V pfitomnosti kysliku mtze dojit k inhibici nebo zniceni histidin dekarboxyldzy

[46].
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PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cile praktické ¢asti 1ze shrnout do nasledujicich bodu:

e vyrobit modelové vzorky syrt holandského typu, které se budou lisit pouZitou kul-
turou (sledovanym kmenem) a obsahem NaCl,

e zalozit skladovaci pokus modelovych vzorki syra,

e sledovat zmény v matrici modelovych vzorkl syrd v zavislosti na ¢ase a sledova-
nych faktorech (biogenni aminy produkujici kmen vs. obsah NaCl v matrici piirod-

niho syra).
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5 METODIKAA MATERIAL

5.1 Vyroba modelovych vzorku syru

Bylo vyrobeno 6 Sarzi modelovych vzorki syrti holandského typu. Kazd4 SarZe obsahovala
24 blokti o hmotnosti 90 g. Technologické operace byly totozné, s vyjimkou sledovaného
kmene a zplsobu soleni (viz. tabulkal). Byly vyrobeny 2 paralelni kontrolni vyroby
s béZznou komerc¢ni kulturou (Laktoflora® - smetanova, suSend Milcom a.s., Ceska republi-
ka), 2 paralelni vyroby se sledovanym dekarboxyldza-pozitivnim kmenem Lactococcus
lactis subsp. cremoris DEPE 946 (izolét ze zrajicich syra identifikovany jako soucast star-
térovych kultur) a 2 paralelni vyroby se sledovanym kmenem Lactobacillus curvatus sub-
sp. curvatus DEPE T36 (non-starterovy laktobacil). Kazd4 vyroba byla solena na dvé po-
Zadované koncentrace NaCl. Pro kontrolni vyrobu syrit z 20 1 mléka se pouzilo 100 ml
smetanového zdkysu (Laktoflora® - smetanovd, susend Milcom a.s., Ceska republika).
Zakys se ptipravil ve dvou 50 ml zkumavkach. Kmeny s prokazatelnou dekarboxyla¢ni
aktivitu, byly ziskdny a piipraveny na Ustavé inZenyrstvi a ochrany Zivotniho prostieds,
pfi¢emzZ ristovym bujonem bylo inokulovdno 50 ml mléka pro piipravu provozniho zdky-
su. DalSich 50 ml mléka bylo inokulovdno komer¢ni kulturou (Laktoflora® - smetanova,
su§end Milcom a.s., Ceskd republika). Mléko pro vyrobu modelovych vzorki syri se sle-
dovanym kmenem bylo tedy inokulovdno smetanovym provoznim zdkysem (50 ml) a pro-

voznim zékysem sledovaného kmene (50 ml).

Kazd4 SarZe byla vyrobena z 20 1 pasterovaného mléka standardizovaného na tucnost 2,5
%. MI€ko se vytemperovalo na teplotu 32+1 °C a zaockovalo se pozadovanym zdkysem. K
mléku bylo pfiddano 10 ml chloridu vépenatého. Cely objem mléka se dostatecné promichal
po dobu 30 minut. Néasledné se mléko zasyfilo 640 ul syfidla (Chymax M, Chr. Hansen)
zfedéného asi 10 ml vody. Mléko se syfidlem se kratce zamichalo a nédsledn€ se nechala
ustdlit hladina. Nasledovalo 30 minutové syfeni. Vznikl4 syfenina se rozkrijela na hranoly
(5x5 cm). Takto rozkrdjend syfenina se nechala 10 minut vytuZit. Po vytuZeni ndsledovalo
michéni syfeniny za soucasného drobeni po dobu asi 20 minut. Po rozdrobeni zrna se za
stdlého michédni odebralo asi 5 1 syrovatky. Po odpusténi syrovétky se pfidala praci voda
o teploté 80+2 °C, pro dosaZeni pozadované dohiivaci teploty 41+1 °C. Nasledovalo do-
souseni za stdlého michdni po dobu 60 minut. Po uplynulé dob¢ se syfenina za stalého mi-
chéni slila do dvou velkych forem vyloZenou plachetkami a 10 minut se nechala predliso-

vat. Po 10 minutich se syfenina oto€ila k rovnhomérnému odtoku syrovétky a stejny postup
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se zopakoval po uplynuti dal§ich 10 minut. Po ptedlisovani nisledovalo rozkrdjeni syfeni-
ny na 24 rovnomérné velkych kust, které se napéchovaly do mensich formicek, ptikryly se
plachetkou a nédsledovalo 90 minutové lisovani s postupné se navysujici zatézi. Kazdych
30 minut byla z4téZ navySena o 30 kg na 1 kg syra. Syry byly lisovéany pfi findlni zatézi 90
kg na 1 kg syra po dobu 30 minut. Po vylisovani se syry uloZily do zracich nddob pro pro-

kysani ve zraci komofte pii teploté 10-12 °C.

Po prokyséani byly syry soleny na cilovou koncentraci NaCl pomoci 20% (w/v) roztoku

soli:

e 11 blokt syrti bylo soleno na cilovou koncentraci 1,5 % po dobu 30 minut,
e 11 bloku syrt bylo soleno na cilovou koncentraci 2,5 % NaCl. Po 30, 60 a 90 minu-
tach byla vyménéna solnd lazen pro podpoieni koncentra¢niho gradientu,

® 2 bloky byly podrobeny analyzdm pted solenim.

Vysolené syry se umistily do nddoby k oschnuti po dobu 30 minut. Po oschnuti se syry
ponoftily do antimykotického roztoku Delvocidu (DELVOCID®XT1 DSM Food Special-
ties Dairy Ingredients, Nizozemi) o koncentraci 0,3 %po dobu 4 s a nechaly se 1 hodinu
oschnout. Poté se syry zabalily do cryovakového (smrstitelného) obalu. A uloZily se do
zraci komory o teploté 10 = 2 °C, kde probihalo zrani po dobu 84 dni. V odbérovych ter-
minech (po prokyséni, 1. den, 28. den, 56. den a 84. den) byly odebrany 2 vzorky z kazdé
SarZe a nasledné podrobeny analyzdm. V odb&rovych dnech byly bloky podrobeny texturni
profilové analyze (TPA) a zdkladni chemické analyze (stanoveni pH, obsahu suSiny a Na-
Cl). Nasledn¢ byly odebrany vzorky pro lyofilizaci (Lyofilizator ALPHA 1-4 LSC,
CHRIST, prodejce LABICOM s.r.0., CR, Olomouc). Z lyofilizovanych vzorkt byla pro-
vedena stanoveni volnych aminokyselin (FAA) a biogennich amind (BA), pfi¢emZ stano-
veni volnych aminokyselin bylo provedeno 1. den, 56. den a 84, den od vyroby z diivodu

technickych problémii se zatizenim. Obrazek 2 zndzoriiuje rozdé€leni a kédovani vzorki.
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Obrazek 2: Rozdéleni a kodovani vzorka

Kontrolnl’vglrcl)ba 1,5 % NaCl (AN)
s komer¢ni

kulturou 2,5 % NacCl (AV)
V\'/roba, Vy'/roba S . 1,5 % NaCl (LN)

modelovych kmenem Lc. lactis .
vzork( syrii susp. cremoris \ 2,5 % NaCl (L)
Vy'/roba s kmenem 1,5 % NaCl (CN)

Lb. cutvatus ssp.

curvatus 2,5 % NaCl (CV)

5.2 Zakladni chemické analyzy

5.2.1 Stanoveni suSiny

Obsah suSiny byl stanoven gravimetricky. SuSina je zbytek vzorku, ktery se ziskd jeho vy-
suSenim pii 102 °C. Viézenka se naplni asi 30-50 g ptredsuseného moiského pisku
(Lach:Ner, Neratovice) a se sklenénou ty¢inkou se vloZi do suSarny pii teploté 105 °C. Do
takto pripravené vazenky se navazi pfiblizné€ 3 g vzorku syra s pfesnosti na ¢tyfi desetinna
mista a dobte se tyCinkou promichd. Naplnéna vaZenka se spolu s ty€inkou vloZzi do suSar-
ny vyhiaté na 105 °C. Susi se do konstantni hmotnosti ptiblizn¢ 5 hodin. Po vysuSeni se
vzorky uchovévaly v exsikatoru. Vysledky se stanovily zvaZenim misek pied a po vysuse-
ni. Ziskané vysledky se vyjadfily v %. SuSina se stanovovala u vSech vzorku ve 12 opako-

vanich [48].

5.2.2 Stanoveni pH

U kazdého vzorku se stanovovala hodnota aktivni kyselosti pomoci vpichového pH metru

(pH Spear Eutech instruments, Nizozemsko). Stanoveni se provadélo ve 12 opakovéanich.
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5.2.3 Stanoveni NaCl

Ke stanoveni NaCl se vyuZzivd argonometrickd titrace [49]. Tato metoda je zaloZena na
reakci chlorida se stiibrnymi anionty. Stanoveni se provade¢lo u vsech vzorkl ve 12. opa-
kovénich. Do 250 ml titra¢ni banky se diferencné odvazi s analytickou piesnosti asi 1 g
vzorku syra. Samotny vzorek se s dostate€nym mnoZstvim horké destilované vody rozmél-
ni ve tfeci misce. Obsah banky se ochladi cca na 50 °C a ptida se 2 ml 5 % dichromanu
draselného (dichroman draselny, p.a., IPL- Ing. Petr Lukes) jako indikatoru. Titruje se du-
si¢cnanem stiibrnym (dusi¢nan stfibrny, p.a., Lach:Ner, Neratovice) za stdlého michani do

oranZového zbarveni, asi 30 s.

5.3 Texturni profilova analyza

Texturni profilova analyza (TPA) je zaloZzena na kompresnich testech. Z vnitfnich stfed
blokt byl vykrojen vélec o Sifce 40 mm a vySce 20 mm, ktery byl podroben kompresnim
testiim na texturnim stroji (Analyzator textury Texture Exponent 32 - STABLE MICRO
SYSTEM LTD., Velkd Britdnie) s pouzitim 25 % komprese pomoci cylindrické sondy
o pruméru 50 mm [50]. Vzorek se umistil mezi dvé ploché desky a byl stlaten ve dvou
kompresnich cyklech. Tato metoda byla pouZita u vzorkli dané Sarze v 8 opakovani, resp.
byly pouzity v daném odbérovém dni vzdy dva bloky syra z dané SarZe. Na obrazku 3 je
zndzornéna zatézova kiivka. Z této kiivky lze odecist maximum sily v newtonech, tento
parametr je ukazatel tvrdosti. Ddle z této kiivky miiZzeme vyjadiit soudrznost, kterd je ddna

pomérem plochy pikit A2/A1 [27,50].
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Obrazek 3: Zatézova krivka

foree 1) : 3| Tvrdost= maximum piku

plocha A1l | plocha A2

3 e B

5.4 Stanoveni volnych aminokyselin

Pro stanoveni volnych aminokyselin byla pouZita iontové vyménné chromatografie. Vzor-
ky syri se pred samotnou analyzou navazily na analytickych vahach (A&D GH-200 EC)
a ndsledn¢ byly zmraZeny v hlubokomrazicim boxu (MDF-U3286S, SANYO, prodejce
Schoeller instruments, CR, Praha). Poté byly vzorky lyofilizovany za pouZiti lyofilizdtoru
(ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, prodejce LABICOM s.r.o., CR, Olomouc) a nasledné zvaze-
ny. Lyofilizované vzorky byly extrahovany pomoci litnocitranového pufru. Chemikalie,

které byly pouzity pro piipravu litnocitranového pufru jsou nasledujici:

e Kyselina citronovd, p.a. LACHNER

e Citronan litny, p.a. ZMBD Chemik s.r.o
e Chlorid litny, p.a. ZMBD Chemik s.r.o

e Hydroxid litny, p.a. ZMBD Chemik s.r.o

K derivatizaci byl pouzit ninhydrid, ktery byl pfipraven z téchto chemikalii:
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¢ Ninhydrin, pro AAA400, ZMBD Chemik s.r.o

e Methylcellosolv pro AAA400, ZMBD Chemik s.r.o

¢ Hydrintantin pro AAA400, ZMBD Chemik s.r.o

e Acetitovy pufr pro AAA400, ZMBD Chemik s.r.o
Pro samotné stanoveni byl navaZen vzorek do centrifugacni zkumavky o objemu 15 ml. Do
zkumavky bylo pfiddno5 ml litnocitranového pufru a nechalo se tfepat v tfepacce (labora-
torni tiepacka LT2) po dobu 45 minut. Poté se vzorky odstfedily (Odstfedivka EBA 21,
Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen) pfi 6000 otickdch po dobu 15 minut.
Vzorky se pak odpipetovaly do ependorfek a nechaly se odstiedit na odstiedivce (odstie-
divka MIKRO 200R, MIKRO 200 R, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen) pfi
15 000 otackach po dobu 45 minut. Takto piipravené vzorky byly ddvkovany do automa-
tického analyzdtoru aminokyselin AAA 400 (Ingos, Praha) [53].

5.5 Stanoveni biogennich amini

Ke stanoveni BA (kadaverinu, histaminu, fenyletylaminu, putrescinu, tyraminu, spermidi-
nu a sperminu) byla pouzita metoda HPLC (vysoce ucinna kapalinovd chromatografie).
Pro stanoveni byly pouZity tyto standarty:
e HISTAMINE, approx.97%, SIGMA, Germany
e 2-PHENETHYLAMINE,puriss, p.a. standard for GC > 99,5% (GC), FLUKA (Pro-
duct of Germany)
e TYRAMINE 99% (T), ALDRICH, Germany,
e PUTRESCINE DIHYDROCHLORIDE, > 98,0% (TLC), SIGMA (Product of
Switzerland)
e CADAVERINE, 95%, ALDRICH (Product of Switzerland)
¢ AGNATINE SULFATE, purum > 99% T FLUKA (Product of USA)
¢ SPERMIDINE formolecular biology > 98% (GC), SIGMA (Product of Switzer-
land)
e SPERMINE, >99,0%, FLUKA (Product of Switzerland)
e TRYPTAMINE, >98,0% (NT) FLUKA (Product of Switzerland)
e 1, 7-DIAMINOHEPTANE, > 98,0% (TLC) SIGMA (Product of Switzerland)

Pfed samotnou analyzou byla provedena lyofilizace (viz. kapitola 5.4). Po lyofilizaci byla

provedena extrakce 100 ml 0,6 M kyseliny chloristé (70-72% pro analyzu ACS,ISO,Reag.
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Ph Eur — MERCK, GERMAN). Do derivatiza¢ni nddoby byl odpipetovdn 1 ml vzorku, ke
kterému se napipetovalo 100 ul vnitintho standartu 1,7-heptadiaminu  (1,7-
DIAMINOHEPTANE, > 98,0% (TLC) SIGMA (Product of Switzerland)) o koncentraci
500 mg/l. Ke vzorku bylo pfiddno 1,5 ml karbonatového pufru obsahujici hydrogenuhlici-
tan sodny, uhli¢itan draselny a uhliitan sodny bezvody (MERCK, GERMAN). Filtrat byl
podroben derivatizaci 2 ml danzylchloridu (SIGMA, Product of Switzerland). Pfipravena
smés byla tfepana v temnu v laboratorni tiepacce LT2 po dobu 20 hodin. K tomuto vzorku
bylo nasledné ptiddno 200 ul prolinu (L-Proline forbiochemistry — MERCK, MERCK,
GERMANY). Uzavfena derivatizani zkumavka byla tfepdna dal$i hodinu. Do zkumavky
bylo pfiddno 3 ml heptanu (Heptane CHROMASOLV®, for HPLC, >99% - SIGMA -
ALDRICH) a zkumavka byla tiepana 3 minuty. Z vytvofené heptanové vrstvy se odpipe-
tovalo 1 ml do vialky, kterd byla odpafena pod dusikem (prodejce Linde, Krométiz) pti 60
°C do sucha. Vznikly odparek byl zfedén 1,5 ml acetonitrilu (Acetonitrile
CHROMASOLV® Plus, for HPLC, >99,9% - SIGMA - ALDRICH). Derivatizované
vzorky byly po danzylaci opét filtrovany (porozita 0,22 um) a nanaSeny na kolonu ( Agi-
lent Eclipse Plus C18 RRHD s rozméry 3,0 x 50 mm). Vzniklé filtraty byly davkovany do
systém HPLC (bindrni pumpa LabAlliance, USA, autosampler LabAlliance, USA, kolona
s termostatem; UV/VIS DAD detektor (A = 254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent
Technologies). Stanoveni bylo provddéno pii 30 °C. Elu¢ni program je zndzornén v tabulce
3[51,52]. Z kazdého bloku syra byly provedeny 2 extrakce, ze kterych se na kolonu nana-

Sel vzorek ve 24 opakovani (n=24).

Tabulka 2: Elu¢ni program

cas 10% ACN | 100% ACN

0 39 61

0,1 39 61

1,4 30 70

3,5 17 83

4 0 100

9,5 0 100

11,5 39 61

15,5 39 61

Pozn.: ACN — acetonitril
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Celkem bylo vyrobeno 6 Sarzi modelovych vzorki syra, které se liSily pouzitou kulturou
a sledovanym mikroorganizmem. Vzorky syr z jednotlivych SarZi byly vysoleny pomoci
dvou odlisnych zpiisobil soleni. Vyrobené bloky byly uloZeny ve zraci komote pfi teploté
10-12 °C, kde se ponechaly zrat po dobu 84 dnid. V odbérovych terminech (po prokysand,
1. den, 28. den, 56. den a 84. den od vyroby) byly z kazdé Sarze, resp. slanosti odebrany 2
vzorky a podrobeny zdkladnim chemickym analyzdm a texturni profilové analyze. Déle
byly vzorky lyofilizovany pro stanoveni koncentrace volnych aminokyselin a biogennich
amint. Ve vysledkové Casti jsou uvedeny priimérné hodnoty ziskané z paralelnich Sarzi

modelovych vzorki.

6.1 Zakladni chemické analyzy

Byl stanoven obsah suSiny, ktery je prezentovan na obrazku 4 a 5. Na obrdzku 4 je znazor-
nén obsah suSiny po prokysani (resp. pied solenim), u vyroby kontrolni Sarze A byla sta-
novena hodnota suSiny 52,0 £ 0,7 %, u vyroby L 51,5 + 0,03 % a vyroby C 50,6 + 0,3 %.
Po vysoleni na cilovou koncentraci doSlo obecné€ k vzestupu suSiny u vSech vyrob. U vy-
rob, které byly vysoleny na cilovou koncentraci 2,5 % NaCl, byla obecné zaznamenédna
vyS$Si suSina nez u syru s nizsi slanosti. U vyrob A, L a C, které byly vysolené na cilovou
koncentraci 1,5 % NaCl (vzorky AN, LN, CN), pak byl trend nasledujici: kontrolni vyroba
s béZnou komer¢ni kulturou (AN), u které se obsah suSiny pohyboval 1. den zrini na hod-
not¢ 53,8 + 0,8 % [w/w], ndsledn¢ v pribéhu zrani resp. 28. den po vyrobé doslo
k mirnému vzestupu obsahu suSiny na hodnotu 54,2 + 0,08 % [w/w]. Do konce doby skla-
dovani se obsah susiny u kontrolnich vzorkl (AN) sniZoval. Také v piipadé vzorktli inoku-
lovanych dekarboxylaza-pozitivnim kmenem Lc. lactis subsp. cremoris (LN) byl pozoro-
van pokles obsahu suSiny. Do 28. dne obsah suSiny rostl az na hodnoty 55 = 0,8 %
v piipad¢ vzorkl s nizsi slanosti a na hodnoty 56,7 £ 0,9 % v ptipad¢ vzorkl s vyssi sla-
nosti. Naopak nejnizsi hodnoty byly naméfeny u Sarzi inokulovanych kmenem Lb. curva-
tus subsp. curvatus a to po celou dobu skladovaciho experimentu. Obsah suSiny byl vy-
znamng¢ nizZ$i ve srovndni s ostatnimi modelovymi vzorky a to bez ohledu na zptsob soleni.
U vzorka Sarzi CN se obsah suSiny pohyboval do 56. dne skladovani v rozmezi hodnot
51,5-52,2 % [w/w]. Posledni den skladovéani obsah suSiny klesl na hodnotu 51,1 + 1,5 %
[w/w]. U vzorki SarZi s vyssi slanosti byl pozorovdn obdobny trend vyvoje obsahu suSiny,

kde vSak byl obsah suSiny vyssi pfiblizn€ o 1 az 1,5 % ve srovnéni s nizkovysolenymi
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vzorky. Odlisné hodnoty byly pozorovany posledni odbérovy den (84. den od vyroby), ve
kterém se diference mezi vzorky s odliSnou slanosti sniZily. V pifipad€ kontrolni vyroby
AV byla namétena hodnota 1. den zrani 54,4 + 0,01 % [w/w] obsahu suSiny. Nejvyssi
hodnoty vyroby AV byly zaznamenany 28. den od vyroby, kdy se obsah suSiny zvysil na
hodnotu 55,5 + 0,2 % [w/w]. Do konce doby skladovéni se obsah suSiny mirné sniZoval.
Obecné nejvyssi hodnoty suSiny byly naméfeny u vyroby LV, kde nejvyssi hodnota byla
56,7 £ 1,04 % [w/w], tato hodnota byla namétena 28. den po vyrob¢. Naopak nejnizsi hod-
noty byly zaznamendny opét u Sarzi inokulovanych kmenem Lb. curvatus subsp. curvatus.
CL, kde se obsah suSiny pohyboval v rozmezi hodnot 53,1-51,5 % [w/w] po celou dobu

skladovani.

Obrazek 4: Obsah susiny modelovych vzorki po prokysani
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Obrazek 5: Vyvoj obsahu suSiny modelovych vzorkii syri v pribéhu zrani
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Na obrazku 6 je zndzornén vyvoj pH béhem celé doby zrani. U vSech vyrob bez rozdilu
koncentrace NaCl se hodnoty pH 1. den zrani pohybovaly v rozmezi 4,9-5,1. Po 28. dni od
vyroby doslo k mirnému zvySeni pH na hodnoty 5,2-5,4. Dalo by se, fici Ze se pH zvySova-
lo aZ do 56. dne skladovéni. Nejvyssi hodnoty pH byly stanoveny 56. den skladovani
u vzorkl se sledovanym kmenem Lc. lactis subsp. cremoris (LN a LV), u kterych doslo
k zvySeni pH na hodnotu 5,6 + 0,1 a 5,5 £ 0,1. Postupné zvySovani pH mohlo byt zpiisobe-

no rozkladem kyseliny mlécné na dalsi produkty metabolizmu (napt. CO,, H,O, kyselinu

propionovou a maselnou) [10].
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Obrazek 6: Vyvoj pH modelovych vzorki syri v prubéhu zrani
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Obsah NaCl u nizkosolenych syrt (1,5 %) byl nasledovny:v piipadé¢ vzorkl SarZi AN,
u kterych byl 1. den zrdni naméfen obsah NaCl 1,3 + 0,3 % se pak ke konci doby sklado-
vani obsah NaCl zvysil na hodnotu 2,0 £ 0,3 %. U vyroby LN, byl naméfen obsah NaCl
1,5 £ 0,04 %, tato hodnota byla naméfena 1. den zrani. Po 28. dni od vyroby doslo
k prudkému vzestupu koncentrace NaCl na hodnotu 2,6 + 0,3 %. Na konci doby skladova-
ni se obsah NaCl pohyboval na stejné hodnoté. U vzorkl Sarzi CN dosahoval obsah NaCl
podobnych hodnot jako v piipadé¢ vzorkih AN a koncentrace NaCl se v prubéhu zrani
a skladovani pohybovala v rozmezi hodnot 1,4-2,2 %. Obsah NaCl u vysokosolenych syrt
(cilova koncentrace soli 2,5 %) vyrobenych z kontrolnich vyrob AV, byla 1. den zrdni na-
méfena hodnota 2,0 = 0,1 % NaCl, po 28. dni od vyroby se obsah zvysil na hodnotu 2,6 +
0,4 %, tato hodnota byla namé¢fena i na konci doby skladovéni 84. den. Pokud bychom
porovnali vyroby AV a LV, pak vzorky vyrob LV dosahovaly vyssiho stupné prosoleni.
Nejvyssi hodnota (3,4 % NaCl), byla namétfena posledni den skladovani. Vyroba CV byla
svymi hodnotami obsahu NaCl podobna vzorkl z vyroby AV. Dalo by se fici, Ze odpovida
podobnému trendu jako v pfedchdzejicim pfipadu u nizkosolenych syrii. Nariist koncentra-
ce NaCl 28. den od vyroby muzZe byt pfisouzen tomu, Ze sl prostupuje od povrchu ke stte-
du a koncentruje se v povrchové vrstvé v tzv. solném prstenci a béhem soleni pronikd
hloubéji do tzv. solného pasma. Stejnomérné prosoleni nastane az v prubé¢hu zrani [41].

Vyvoj obsahu NaCl je zndzornén na obrazku 7.
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Obrazek 7: Vyvoj obsahu NaCl modelovych vzorki syri v pribéhu zrani
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6.2 Texturni a profilova analyza

T

Obecné lze tici, Ze vys$si hodnoty pevnosti modelovych syri byly pozorovany po celou
dobu 84-denniho skladovaciho experimentu v piipad¢ vzorkd vysolenych na vyssi obsah
NaCl, coz potvrzuji také prace Fox et al. [10] a Burika et al. [58]. Vyssi obsah soli navysil
obsah suSiny, jak vyplyva ze stanoveni zdkladni chemické analyzy (kap. 6.1) a v disledku
toho doslo také k navySeni pevnosti modelovych vzorkl syri. Vyvoj pevnosti pied vysole-
nim a v pribeéhu zrani je zndzornén na obrazku 8 a 9. Mezi vzorky pted vysolenim a 1. den
po vysoleni u nizkosolenych syrd, jsou jen nepatrné rozdily, které byly pravdépodobné
zpusobeny vysokou koncentraci soli v povrchovych vrstvach blokl syrii, pficemz vzorek
pro posouzeni texturnich analyz byl vykrojen ze sttedové €asti bloku syra. Na druhou stra-
nu jiz po prokysani jsou viditelné zna¢né odliSnosti mezi Sarzemi inokulovanymi odliSnou
kulturou. Vyrazné niZ$i hodnoty pevnosti byly pozorovany v pfipadé¢ vzorkll Sarzi
s kmenem Lc. lactis subsp. cremoris DEPE 946. Ze srovnani jednotlivych modelovych
i naddle dosaZeno po celou dobu experimentu v piipadé skupiny modelovych syrt inoku-
lovanych dekarboxyldzo-pozitivnim kmenem Lc. lactis subsp. cremoris DEPE 946. Nao-

pak nejvyssi hodnoty tvrdosti byly obecné zaznamendny u kontrolni vyroby (vzorky A).

Ihned po vysoleni byl pozorovan pomérné nizky rozdil mezi vzorky s odliSnou koncentraci
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soli az na vyjimku modelovych vzorkil s Lb. curvatus subsp. curvatus. Nepfili§ velké roz-
dily byly pravdépodobné zpiisobeny nerovnomérnym rozloZenim soli v celém bloku syrt,
coz je pfirozeny stav v brzkych stadiich zrani syrti solenych pomoci solné 1azn¢ jak také
uvadi publikace Pachlovi et al. [58] a Bunka et al. [59]. Thned po vysoleni je koncentrace
soli nejvyssi v povrchovych vrstvach blokl syrii a az v pritbéhu zrani dochdzi k vyrovnani

jeji koncentrace napfi¢ syrem.

Po 28 dnech zrani doslo k vyraznému nértistu pevnosti kontrolnich bloka syra, a to v pfi-
pad¢ vzorkli AV az nad hodnoty 100 N. Nartst pevnosti mohl byt pravdépodobné zptiso-
ben difuzi NaCl z okrajovych ¢asti do stfedu a proteolytickymi zménami kaseinti (bobtnan{
proteinové matrice) [57,60]. Modelové vzorky inokulované dekarboxyldza-pozitivnimi
kmeny po 28 dnech zrani vykazovaly pokles pevnosti bez ohledu na koncentraci soli.
I v dalSich stadiich zrani dochizelo k postupnému poklesu hodnot pevnosti modelovych
vzorki, pti¢emZ po celou dobu byl zachovan trend vyssi pevnosti v ptipadé vice solenych
vzorkll. Postupné sniZovani pevnosti syrové matrice je obecné zplisobeno hydrolyzou pro-
teinové sité, kterou muze vyvolat proteolytickd aktivita zakysovych a nezakysovych bakte-

rif mlééného kvasSeni [60,61].

Na obrazku 10 je zndzornéna soudrZnost vzorki, kterd je vyjddiena jako pomér plochy
pikit A2/A1. SoudrZznost miizeme také vyjadrfit terminem konzistence, kterd udava pevnost
vnitinich vazeb v potravin¢. K vyraznym rozdilim soudrZnosti v prib¢hu skladovaciho
experimentu nedochézelo. Pouze 56. den zrani doslo k poklesu u vzorkti LN a LV. Naopak

ke zvySeni doslo 84. den zrani a to u vyroby AN.
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Obrazek 8: Vyvoj pevnosti pied vysolenim
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Obrazek 9: Vyvoj pevnosti modelovych vzorki syrua v priabéhu zrani
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Obrazek 10:Soudrznost modelovych vzorki syriu
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6.3 Stanoveni volnych aminokyselin

Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin v pribéhu zrani u nizkosolenych a vysoko-
solenych syrt, je zndzornén na obrdazku 11 a 12. Na procesu zrani se podileji starterové
BMK a dal$i pfitomnd mikroflora, a to zejména non-starterové BMK. Starterové BMK
ptispivaji k rozkladu proteintl, zatimco non-starterové jsou zodpovédné zejména za pepti-
dolyzu a uvolnéni volnych aminokyselin [54]. Rychlost proteolyzy se zvySuje s dobou zra-
ni, coz vede k hromadéni volnych aminokyselin, které slouzi jako substrat pro dekarboxy-
lazovou Cinnost bakterii, coz také potvrzuji prace Linares et al. [36] a Fernandez et al. [56].
U vyrob, které byly vysoleny na niZsi slanost (1,5 %), byl trend nésledovny: u vzorkt Sarze
LN byla detekovdna vyznamné vys§i mnoZstvi volnych aminokyselin ve srovnani
s ostatnimi Sarzemi (AN a CN). Thned po prokysani se obsah volnych aminokyselin u kont-
rolni vyroby (AN) pohyboval na hodnoté 0,5 £ 0,1 g/kg Cerstvé hmoty, v prib¢hu zrani
resp. 56. den zrini se obsah volnych aminokyselin zvysil na koncentraci 1,7 + 0,05 g/kg,
do konce doby skladovani (84. den) doSlo k opét ke zvySeni na hodnotu 8,3 + 0,2 g/kg.
SarZe inokulovand kmenem Lc. lactis subsp. cremoris (LN) dosahovala ihned po prokyséan{
(pted solenim syrti) hodnot 0,7 £ 0,01 g/kg. V priibéhu zrani dochédzelo k prudkému zvy-
Sovani koncentrace volnych aminokyselin, pficemZ 84. den skladovéni doSlo k vzestupu
volnych aminokyselin az na hodnotu 38,7 + 0,5 g/kg. U SarZi s pouZitym non-starterem

(CN) byla po prokysani naméfena primérnd koncentrace volnych aminokyselin 0,7 + 0,01
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g/kg. Béhem skladovaciho experimentu doslo k navySeni obsahu volnych aminokyselin na

hodnotu 6,7 +£0,3 g/kg (detekovano 84. den zrani).

Obrazek 11: Vyvoj obsahu volnych FAA v pribéhu zrani u nizkosolenych syru
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U modelovych vzorkt, které byly vysoleny na vyssi slanost (2,5 %), se koncentrace vol-
nych aminokyselin vyvijela obdobnym trendem jako u syrii s nizsi slanosti. Také dochaze-
lo k postupnému zvySovani koncentraci volnych aminokyselin v priabéhu zrani. U kontrol-
ni vyroby (AV) byla na konci experimentu naméfena hodnota 5,7 + 0,1 g/kg (84. den skla-
dovani). Modelové vzorky LV dosahovaly podstatné vysSich hodnot nez Sarze AV. U vy-
roby LV byla naméfena koncentrace 27,8 g/kg (tato hodnota byla zaznamendna 84. den
skladovani). NizSich hodnot dosahovala vyroba s pouzitym non-starterem (CV). U téchto

modelovych vzorkl byla detekovdna koncentrace 9,9 + 0,2 g/kg, a to opét na konci doby

skladovani.

Pokud bychom porovnali SarZze vzorka s niZ$i a vysSi slanosti, pak modelové vzorky
s nizSim obsahem NaCl dosahovaly vyssich koncentraci volnych aminokyselin. Vyssi ob-
sahy NaCl ovliviwuji intenzitu proteolyzy. Pouze u vyroby CN, kterd byla vysolena na ci-
lovou koncentraci 1,5 % NaCl, byla detekovdna niZ8i koncentrace volnych aminokyselin
nez u vyroby s vyssi slanosti (CV), coZ mohlo byt zptisobeno konverzi volnych aminoky-
selin na senzoricky aktivni latky (amoniak, aminy, karbonylové slouceniny atd.) a to pro-

sttednictvim intraceluldarnich enzyml mikroorganizmti Schopnost produkovat senzoricky
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aktivni slouceniny z aminokyselin je siln€¢ druhové i kmenové zavisld. Jednd se predevSim

o reakce transaminace, deaminace a dekarboxylace za vzniku biogennich aminti [50,57].

Obrazek 12: Vyvoj obsahu volnych FAA v prubéhu zrani u vysokosolenych syru
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6.4 Stanoveni biogennich amini

Stanovenim bylo sledovano 8 zdkladnich BA (His, Kad, Phe, Put, Spd, Spn, Trp, Tyr). Ve
vzorcich vSak byly detekovany pouze Tyr, Spd a Spn.

Pokud bychom srovnali vyrobu nizkosolenych a vysokosolenych syrt, pak mizeme fici, Ze
vyS$$i koncentrace soli snizuji obsahy BA. Toto tvrzeni bylo podpofeno vysledky u vSech
sledovanych Sarzi, a to po celou dobu experimentu. Napft. u kontrolni vyroby AN (nizkoso-
lené syry) byla naméfena celkova koncentrace BA 113,5 mg/kg v Cerstvé hmoté, tato hod-
nota byla stanovena na konci doby zrani (84. den). V piipadé vzorkli vyroby AV (vysoko-
solenych syri) byla detekovana ve stejném odbérovém dni hodnota pouze 78,5 mg/kg.
Nizsi hodnoty biogennich aminii v pfipad¢ kontrolni vyroby lze konstatovat jako pfiznivé,
nebot’ lezi pod hranici 100 mg/kg, kterd je povaZzovéana fadou autorti za toxikologicky vy-
znamnou [32,42,63]. Buiikova et al. [30] uvadi, Ze zvySeni koncentrace NaCl v ristovém
médiu na hodnotu 4,5 %, sniZuje produkci biogennich amintl. V této praci bylo potvrzeno,

Ze 1 hodnoty nad 2,5 % NaCl mohou omezit produkci biogennich amint, a to v redlném
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systému potraviny (zrajiciho syra). Na obrazku 13 a 14 je prezentovin vyvoj obsahu BA

po celou dobu zrani.

Absolutné nejvyssi koncentrace BA byly detekovany u vzorki s nizkou koncentraci soli,
kde byl pouzit dekarboxyldza-pozitivni kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris (LN),
jehoZ ptivod byl identifikovan z ¢istych mlékatskych kultur. Koncentrace BA se v piipadé
vzorkil se starterovym dekarboxyldza-pozitivnim kmenem navysila v prubéhu zrani z 22,5
+ 1,4 mg/kg na 918,1 mg/kg. Findlni koncentrace BA lze povazovat za velmi rizikova,
které mohou konzumentovy zptsobit zdvazné zdravotni problémy. Sarze (CN) s pouZitym
non-starterem (Lactobacillus curvatus subsp. curvatus) dosahovaly niZ$ich hodnot nez
modelové vzorky LN. U téchto Sarzi doSlo k navySeni obsahu BA z 18,8 + 0,6 mg/kg na
209,9 mg/kg. Ptestoze i v tomto piipad¢ (vzorky LB) se jednd o mnoZstvi BA, kterd jsou
nad hranici toxikologicky vyznamného limitu (100 mg/kg), koncentrace BA byla na konci
doby skladovani v modelovych vzorcich inokulovanych dekarboxyldza pozitivnim starte-
rovym kmenem vice jak Ctyfndsobnd, coZ lze povaZovat za alarmujici zjiSténi. Ze zjiSté-
nych vysledkd vyplyva, zZe pouziti zakysovych bakterii s dekarboxylacni aktivitou muze
predstavovat vyznamné vysoka rizika ze strany ochrany bezpecnosti potravin. Naopak nej-
niZ$i koncentrace byly naméfeny u kontrolni vyroby (AN), kde se obsah BA pohyboval
v rozmezi hodnot 19-113,5 mg/kg. ZvySend mnoZstvi BA na konci doby skladovéni kont-
rolnich modelovych vzorkii mohou byt s nejvétsi pravdépodobnosti ptisouzena nezdkyso-
vym bakteriim, které se ve zrajicich syrech pfirozené vyskytuji a v priabéhu zrani svym
poctem pievysi mnoZstvi starterovych BMK [43]. ZjiSténé skutecnosti jesté vice podminuji
potiebu zevrubnéjSiho pochopeni vztaht, které nastavaji v pomérné slozitém mikrobidlnim
spolecenstvi ve zrajicich syrech s cilem omezeni produkce biogennich aminli pfitomnou

mikroflérou s dekarboxyldza-pozitivni aktivitou.

Ze zjisténych hodnot obsahu biogennich amint vyplyva nutnost vhodného vybéru startero-
vych bakterii, kde by jejich selekce méla byt zaloZena nejen na technologické funkci, ale
také s ohledem na zajiSténi zdravotni nezdvadnosti potravin ve smyslu nizké produkce bio-
gennich aminl. Za optimdlniho pfedpokladu by mikroorganizmy pouZivané jako soucast

starterovych kultur nemély produkovat biogenni aminy.

U vysokosolenych syrii dochdzelo také k postupnému zvysSovani koncentraci BA. U kont-
rolni vyroby (AV) byla namétena hodnota 19,0 + 0,6 mg/kg ihned po prokysani resp. pred
solenim. Po vysoleni doslo ke zvySeni koncentrace, a na konci doby skladovani byla name-

fena hodnota 78,5 mg/kg. Nejvyssich obsahi biogennich aminii opét dosahovaly modelové
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vzorky inokulované kmenem Lc. lactis subsp. cremoris (LV), u téchto Sarzi dochéazelo
k prudkému zvySovani koncentraci BA. Na konci doby skladovani (84. den) byla deteko-
vana hodnota 827,8 mg/kg. U vyroby s pouzitym kmenem Lb. curvatus subsp. curvatus
(CV) byla stanovena hodnota BA 214,5 mg/kg, a to 56. den zrani. Na konci doby sklado-
vani doSlo k nepatrnému sniZeni obsahu BA na hodnotu 178,4 mg/kg. Vyvoj obsahu BA

v pribéhu zrani u vysokosolenych je prezentovan na obrazku 14.

Obrazek 13: Vyvoj obsahu BA v prubéhu zrani u nizkosolenych syru

1000,0

900,0 /iL

800,0 /
¥ 700,0 /
S
g 6000 7
< 5000 /! —o—\/yroba AN
< 400,0 ,
© / —#—Vyroba LN
8 3000 7 ,

200,0 & —&—\/yroba CN

1000 %
0,0 T T T 1

0.den 1.den 28.den 56. den 84. den

Doba zrani [dny]




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Obrazek 14: Vyvoj obsahu BA v prubéhu zrani u vysokosolenych syri

1000,0
900,0

_ 800,0 / 1
B 700,0 7
N~
g 600,0 7
I 500,0 / —o—\/yroba A
5 4000 —@—\/yroba L
- y

300,0

200,0 4‘ = —t—\/yroba C
100,0 - —

0,0 ® # T .

0.den 1. den 28. den 56. den 84. den

Doba zrani [dny]

Tyramin, putrescin a histamin jsou nej¢astéj$Simi a nejvice zastoupenymi BA v syrech [44].
V nasi praci byl z téchto aminl detekovdn pouze tyramin. Absolutné nejvyssi mnozstvi
tyraminu (891,6 mg/kg) bylo naméfeno posledni den zrani u vyroby LN. Ve stejném odbé-
rovém terminu (84. den) bylo detekovdno vyznamné mnoZstvi tyraminu také v ptipadé
vzorkli LV (818 mg/kg). Ptestoze v ptipad¢ vzorkii zdmérné inokulovanych dekarboxyla-
za-pozitivnim kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris DEPE 946 byly detekovany
vyznamné vysoké koncentrace tyraminu také v piipad¢ vzorkl vysoce vysolenych. Vyssi
koncentrace soli v modelovém vzorku syra ¢aste¢né omezila produkci BA. Vyvoj obsahu

tyraminu je prezentovan na obrazku 15 a 16.

Sarze vzorkll znadeny LN a LV, byly vyrobeny s pouZzitym dekarboxyldza-pozitivnim
kmenem Lc. lactis subsp. cremoris DEPE 946. U téchto vzorki byla zaznamendna nejvyssi
koncentrace tyraminu po celou dobu zrani. Tyto vysledky jsou v souladu také s praci Bun-
kové et al. [30]. Bunikova et al. [53] uvadi, Ze se produkce tyraminu pfipisuje zejména rodu
Lactococcus. Tyto bakterie jsou béZn¢ pouzivany v rdmci biotechnologického procesu vy-
roby syru jako zdkysové kultury [30]. Naopak niZ$i hodnoty produkce tyraminu byly za-
znamenany u vyrob inokulovanych kmenem Lb. curvatus subsp. curvatus DEPE T36 (vy-
roba CN a CV). Nami pouZzity kmen Lb. curvatus subsp. curvatus vykézal pozitivni, ale ne
piilis silnou produkci tyraminu v redlnych podminkach zrajicitho syra. Prestoze mnohé
kmeny laktobacili vCetn€ Lb. curvatus jsou uvadény jako producenti tyraminu [64], Haldsz
et al. [62], uvaddi ve své préci, Ze je tyramin pravdépodobné vice tvofen aerobni mik-

roflérou nez laktobacily pfidanymi v prib&hu vyroby.
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Vzhledem k niZsi produkci tyraminu prostiednictvim non-starterového kmene Lb. curvatus
subsp. curvatus ve srovnani se starterovym zdstupcem lze konstatovat, Ze dekarboxyla¢ni
aktivita jednotlivych BMK je nejen druhové, ale také pravdépodobné kmenové zdvisla.
Navic jednotlivé kmeny mohou byt odlisné¢ ovlivnény mikroenvironmentdlnimi podmin-
kami v potraving. Tyto faktory se ndsledné mohou vyrazné projevit v produkci potencidlné

rizikovych koncentraci biogennich amint.

V Ceské republice nejsou dosud bohuZel definovany hygienické limity pro biogenni aminy
v syrech. Je tedy obtizné urcit kritické hodnoty pro jednotlivé aminy [65]. V disledku toho
se muze pouzivat pro piimé hygienicko-toxikologické zhodnoceni kvality navrh podle
Spaniera et al. [66], ktery uvadi nejvyssi piipustné mnozZstvi ve vysi 900 mg/kg.Toto
mnoZstvi vyjadfuje sumu histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu. V nasi praci byl
detekovan pouze tyramin, u kterého byla naméfena nejvyssi hodnota 891,6 mg/kg. Ackoliv
tato hodnota nepiekracuje piipustné mnozstvi, dalo by se fici, Ze se jednd o koncentraci,
kterd mlze zplsobit neZaddouci ucinky na zdravotni stav konzumenta, a to bezprostfedné
po konzumaci. Vyznam monitoringu, kontroly a podminéni sniZeni obsahu biogennich
amini v redlnych potravinich vSak spocivd zejména z dlouhodobého pohledu.
V soucasnosti v odborné literatute bohuzel nejsou k dispozici dlouhodobé studie, které by

byly zaméfeny na rizikové plisobeni pravidelného piijmu vyssich koncentraci biogennich

amind, piestoZe se mohou spolupodilet na ovlivnéni zdravotniho stavu obyvatelstva

Obrazek 15: Vyvoj obsahu tyraminu v prubéhu zrani u nizkosolenych syri
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Obrazek 16: Vyvoj obsahu tyraminu v pribéhu zrani u vysokosolenych syri
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Jako dalsi BA byly v praktické ¢asti detekovany aminy spermin a spermidin. Mnozstvi
sperminu se pohybovalo u vSech vyrob do desitek mg/kg. Ve srovnédni se viemi SarZzemi
dosahovaly nejvy$§tho mnozstvi sperminu modelové vzorky CN, a to v mnoZstvi 72,2
mg/kg (84. den zrani). Naopak nejnizsi mnozstvi bylo zaznamenano u vyroby LV, kde se
obsah sperminu pohyboval v pribéhu zrani v rozmezi hodnot 6,2-10,7 mg/kg. Vyvoj obsa-

hu sperminu v modelovych vzorcich ptirodnich syrd je zndzornén na obrazku 17 a 18.

Obrazek 17: Vyvoj obsahu sperminu v priibéhu zrani u nizkosolenych syri
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Obrazek 18: Vyvoj obsahu sperminu v pribéhu zrani u vysokosolenych syri
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Spermidin byl ve sledovanych vyrobach nalezen v koncentracich odpovidajicich jed-
notkam mg/kg. U vyroby AN a AV byla detekovana mnozstvi spermidinu v rozmezi hod-
not 0,4-4,1 mg/kg, u vyroby AN byla namétena vybocujici hodnota 10,3 mg/kg 28. den od
vyroby. Do konce doby skladovani byl u vSech vyrob, zaznamendm sniZujici se trend. Vy-

voj obsahu spermidinu je zndzornén na obrazku 19 a 20.

Bunkova et al. [63] uvadi ve své préci, Ze jsou polyaminy spermin a spermidin pfirozenou
soucasti mléka, proto se jejich produkce nepfipisuje pfitomnym mikroorganizmim, ale
predpoklada se, ze pochdazi z pivodniho materidlu. Toto tvrzeni se ndm nepotvrdilo. V nasi
praci dochéazelo k mirnému zvySovani koncentraci téchto polyamint, které by se dalo pii-

soudit aktivité pfitomnych mikroorganizmii.
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Obrazek 19: Vyvoj obsahu spermidinu v pribéhu zrani u nizkosolenych syri

12,0
s 10,0
a3
SN
Y]
E 350
>
=
2 60 / \ .
€ ’ / —o—\/yroba AN
§ 4,0 —#—\/yroba LN
L
a / —#—\/yroba CN
2
o 20

0,0 T
0.den 1.den 28. den 56. den 84. den
Doba zrani [dny]

Obrazek 20: Vyvoj obsahu spermidinu v pribéhu zrani u vysokosolenych syri
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ZAVER

V ramci praktické Casti diplomové prace, bylo hlavnim cilem sledovat dekarboxyldzovou
aktivitu vybranych kmenti bakterii mlééného kvaSeni v redlném prostfedi potraviny (pfi-
rodnim syru). V praktické ¢asti bylo vyrobeno 6 Sarzi modelovych vzorkl syra holandské-
ho typu. Byly vyrobeny kontrolni vyroby s béZnou komer¢ni kulturou, ddle vyroby inoku-
lované dekarboxyldza-pozitivnim kmenem Lc. lactis subsp. cremoris a non-starterovym
laktobacilem Lb. curvatus subsp. curvatus. Jednotlivé SarZe se solily na cilovou koncentra-
ci 1,5 % a 2,5 % NaCl. Technologické operace byly totozné s vyjimkou sledovaného kme-
ne a zpusobu soleni. U vSech vzorkil byla stanovena zdkladni chemickd analyza, texturni

profilova analyza a stanovena koncentrace volnych aminokyselin a biogennich aminti.

V diplomové praci bylo zjisténo, zZe vyssi koncentrace NaCl, navysi obsah suSiny a v du-
sledku toho, dojde k navySeni pevnosti modelovych vzorkil syri. Nariist pevnosti mohl
byt pravdépodobné zpusoben difuzi NaCl z okrajovych ¢ésti do stfedu a proteolytickymi
zménami kaseini (bobtndni proteinové matrice). V dalSich stadiich zrdni dochéazelo
k postupnému poklesu hodnot pevnosti modelovych vzorki, pficemz po celou dobu byl
zachovan trend vyssi pevnosti v pfipadé¢ vice solenych vzorkll. Postupné sniZovani pevnos-
ti syrové matrice je obecn¢ zpiisobeno hydrolyzou proteinové sité, kterou muze vyvolat

o 4

proteolyticka aktivita zdkysovych a nezdkysovych bakterii mlé¢ného kvaseni.

Ze stanoveni volnych aminokyselin vyplyvd, Ze intenzita proteolyzy se zvysuje s dobou
zrani, coZ vede k hromadéni volnych aminokyselin, které slouzi jako substrit pro dekarbo-

xyldzovou aktivitu bakterii pfitomnych v syrech.

Za pouziti metody HPLC byla stanovena koncentrace biogennich aminti. Nejvyssi koncen-
trace BA, byly naméfeny u vyrob inokulovanych starterovym kmenem Lc. lactis subsp.
cremoris v porovnani s ostatnimi vyrobami. Pokud bychom srovnali vyrobu nizkosolenych

a vysokosolenych syrt, pak miiZeme fici, Ze vyss$i koncentrace soli mohou piispét ke sni-

Zeni produkce BA v redlném systému potraviny (zrajiciho syra).

Ve vzorcich byly detekovany pouze tyramin, spermin a spermidin. Absolutné nejvyssi
mnoZzstvi tyraminu (891,6 mg/kg) bylo naméteno posledni den zrdni u vyroby s pouzZitym
dekarboxyldza-pozitivnim kmenem, ktery byl izolovan z pfirodniho syra a identifikovan

jako zdkysova bakterie.
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Ze zjisténych hodnot obsahu biogennich aminli vyplyva nutnost vhodného vybéru startero-
vych bakterii, kde by jejich selekce méla byt zaloZena nejen na technologické funkci, ale
také s ohledem na zajisténi zdravotni nezdvadnosti potravin ve smyslu nizké produkce bio-
gennich aminl. Za optimalniho ptfedpokladu by mikroorganizmy pouZivané jako soucast

starterovych kultur nemély produkovat biogenni aminy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMK
EMP
NSLAB
CO,
NaCl
S/IV
SH
KCl
adw
BA
His
Tyr
Trp
Ser
Phe
Put
Kad
Spn

Spd

TPA

HPLC

Bakterie mlé¢ného kvaseni
Embden-Meyerhof-Parnas
Non-Starter Lactic Acid
Oxid uhlicity

Chlorid sodny

Stl/vlhkost

Titra¢ni kyselost

Chlorid draselny

Aktivita vody

Biogenni aminy

Histamin

Tyramin

Tryptamin

Serotonin

Fenyletylamin

Putrescin

Kadaverin

Spermin

Spermidin

Agmatin

Texturni profilova analyza

Vysoce tc¢inna kapalinova chromatografie
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