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ABSTRAKT

Cilem bakalatské prace bylo posoudit moznosti snizeni obsahu biogennich aminti v syrech
za pouziti vybranych druhti mikroorganizmi. Pro tento tcel byly vyrobeny modelové Sarze
syri typu gouda (1 Sarze kontrolni, 1 Sarze s producentem biogennich amintl a 2 Sarze s
odliSnym potencialnim degradérem biogennich aminti), u kterych byl v pribéhu 3mési¢niho
zrani pozorovan vliv pouzité kultury na obsah biogennich aminti. Kontrolni Sarze syra
bylo vytvofeno malé mnozstvi biogennich amint. Kultura s pouzitym producentem biogen-
nich amini vykazovala nejvyssi mnozstvi volnych aminokyselin a také i nejvyssi obsah bi-
ogennich amintl, coz od téhle $arze syru bylo o&ekavano. Sarze syrii s potencialnimi degra-
déry biogennich amintli také vykazovaly vysoky obsah biogennich amint, nicméné se jed-
nalo o niz§i obsahy nez u Sarze pouze s producentem. Z vysledkl Ize usoudit, Ze pouzité
kmeny v modelovych vzorcich syri degradovaly biogenni aminy, ale v niz$i intenzité nez

byla oc¢ekavana.

Klic¢ova slova: biogenni aminy, volné aminokyseliny, syr, degradace, produkce

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to evaluate possibilities of the reduction of biogenic
amines in cheese by using the chosen kinds of microorganism. The model batches of the
cheese like gouda-cheese have been made for this purpose (1 control batch, 1 batch with a
producer of the biogenic amines, 2 batches with the different potential degrader of biogenic
amines), where an effect of the used culture on content of biogenic amines was observed
during a 3-month’s ripening. The control cheese (only with mesofilic culture) evinced the
lowest contest of free amino acids, of which small quantity of biogenic amines was formed.
The culture with the used producer of biogenic amines showed the highest amount of the
free amino acids and also the highest content of the biogenic amines, what was expected
from this batch. The batches with the potential degraders of biogenic amines evinced high
content of biogenic amines, but the content was lower as the content by the batches only
with the producer. From the results could be concluded, that the used strains in model for-

mulas of cheese degraded the biogenic amines, but in lower intensity than was expected.

Key words: biogenic amines, free amino acids, cheese, degradation, production
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UvVOD

Pti zrani se méni vétSina slozek a syr tak ziskava svoje typické vlastnosti, které jsou rozdilné
pro dany druh. Chemické a enzymatické zmény, které¢ syr prodélava, se nadale odrazi ve
vysledné chuti ¢i tvrdosti syra. Hlavni slozky, které se v syru méni, jsou laktoza, kterd se
vlivem mikroorganizmii rozlozi na kyselinu mléénou. Béhem lipolyzy jsou uvoliiovany
volné mastné kyseliny, které v zavislosti na ptitomné mikroflofe mohou byt pfeméinovany
na senzoricky aktivni slozky. K nejvyznamnéjsim zménam vsak dochazi u bilkovin, které
po prodélani proteolyzy poskytuji volné aminokyseliny, a z nich poté Ize prostednictvi slo-
zitych biochemickych reakci ziskat latky, které se nejveétsi meérou podileji na vyvoji chuté a
viné syru.

V priibéhu biochemickych zmén v rdmei zrdni syrit mohou vznikat také biogenni aminy.
Jedna se o slouceniny bazické povahy vznikajici pisobenim dekarboxyldz nebo ptisobenim
transamindz z aminokyselin a karbonylovych sloucenin. Vyskytuji se prakticky ve v§ech po-
travindch, které jsou fermentované nebo obsahuji bilkoviny. Pro ¢loveka jsou nepostrada-
telné a mohou slouzit naptiklad jako prekurzory nebo regulovat krevni tlak. Pokud vSak do-
jde k jejich vy$Simu piijmu potravou, mohou mit pro nas organizmus negativni u€inky a
zpusobovat napft. bolesti hlavy, zvySeny srdecni tep az anafylakticky Sok. Bakalafska prace
se zaméfuje na popis vyvoje obsahu biogennich aminti v priibéhu zrani modelovych vzorkl
syrt, ve kterych jsou pfitomny mikroorganizmy schopné produkce, ale soucasné i degradace
biogennich amind. Ukolem bakalaiské prace bylo posoudit moZnost snizeni obsahu biogen-

nich aminti ptidatnou kulturou v redlném prosttedi ptirodniho syra.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZRANI SYRU

Soucéasti vyrobniho procesu piirodnich syrt (technologické schéma syrii s nizkodohtivanou
syfeninou je znazornéno v Ptiloze I) je zrani. Jedna se o enzymaticky pochod, pfi némz se
vétSina slozek v syru meéni. Syr ziskava svoje typické druhové vlastnosti [17, 18]. Méni se
pfi ném textura, chut’, viin€ a vzhled a jsou charakteristické pro dany syr. Syr je od vyroby,
po celou dobu zrani az po skladovani mikrobiologicky a biochemicky dynamicky systémem,
u kterého je prubéh zmén potieba regulovat pro dosazeni produktu pozadovanych vlastnosti.
Jakakoliv zména ve slozeni mléka, odchylka ve vyrobnim procesu a odlisné podminky pti
zrani mohou mit vyznamny vliv na vlastnosti a kvalitu vyrobenych syra. VétSina syrt se po
vyrobé& uchovava ve zracich sklepich, kde rizné dlouhou dobu zraji [16]. Pfi vyrobé& syri je
jednim z dilezitych kritérii vhodné zvolit kmeny bakterii mlééného kvaseni, které napoma-
haji vyvolat biochemicky proces[18, 20]. Pfi zrani se Gcastni prevazné uvolnéné mikrobialni
enzymy a v n€kterych ptipadech i enzymy syiidla. Chemické zmény, které probihaji pfi
zrani, se tykaji hlavné laktdzy a bilkovin, ale do zna¢né miry i soli, mlééného tuku. Plisobe-
nim kyseliny mlé¢né se nerozpustné soli syru zméni na rozpustné. Jak jiz bylo zminéno, pro
vytvoteni charakteristickych vlastnosti syra maji velky vyznam zmény bilkovin. Poté nésle-
duje desmolyticky rozklad aminokyselin za ptisobeni deamindzy, pti ¢emz vzniknou keto-
kyseliny. MiiZe také probihat hydrolyza piisobenim amidaz za vzniku amoniaku a oxokyse-

lin [17].

Biochemické reakce, které se vyskytuji v syrech v prubéhu zrani lze rozdélit do ¢tyt hlav-
nich kategorii:

- proces odbouravani laktozy a katabolizmus laktatu,

- metabolizmus citratu,

- proteolyza (proces rozkladu bilkovinné struktury) a katabolizmus aminokyselin,

- lipolyza (proces $tépeni tuki) a katabolizmus volnych mastnych kyselin [15, 24].
Rozeznavame dva hlavni zptsoby zrani:

a) Syry zrajici rovnomérné v celé hmot¢ (tvrdé a polotvrdé syry)

b) Syry zrajici od povrchu dovnitt (mékke syry a prevdzna vétSina kyselych) [17].
Primarni neboli anaerobni zrani probihd pomalu a rovnomérné v celé hmoté€ bez piistupu
vzduchu, plisobenim enzym bakterii mlééného kvaseni. BMK se hojn¢ pomnozuji pii od-

kapavani a lisovani a do 24 hodin spotiebuji témét veskerou laktozu za tvorby kyseliny

mlécné. Sekundarni neboli aerobni zrani probiha za ptistupu vzduchu rychle od povrchu
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(syry mekké a mnoho syrt s povrchovou mikroflérou). Uplatiuji se zde proteolytické ae-
robni mikroorganizmy, které vytvareji maz na povrchu syra. Jejich enzymy prostupuji dov-
nitt tésta, kde Stépi bilkoviny (na amoniak, oxid uhli¢ity a vodu). Pii vysoké relativni vlh-
kosti a oSetfovani syra solnym roztokem se podpofi tvorba mazu. U téchto syru se ale také

nejdiive uplatituje primarni zrani rozlozenim laktozy [17, 18].

1.1 Zmény laktozy, kyseliny mlé¢né a citratu

Laktoza (mlécny cukr) je disacharid slozeny z glukozy a galaktozy (4-O-B-D-galaktopyranosyl-
D-glukopyrandza), ktery je bakteriemi mlé¢ného kvaseni pfemeénén na kyselinu mlé¢nou. Nej-
prve je laktoza rozstépena na monosacharidy glukézu a galaktéozu. Rozklad hex6z probiha
riznymi sméry, podle pfitomného druhu mikroorganizmu (mlééné, maselné, propionové
atd.). Prvnim krokem pfi rozkladu monosacharidi je fosforylace. Nejdfive jsou monosacha-
ridy mikroorganizmy pfevedeny na estery kyseliny fosfore¢né enzymem fosforylazou [21].
Procesy, které vedou k rozkladu laktdzy, jsou zobrazeny na Obrazku 1. [23]. Aktivita mi-
kroorganizmt zac¢ind jiz po pridani zakysi a nejvyssi aktivitu lze zaznamenat za 4-5 hodin
po zakysani tzn. pii odkapani a lisovani syrovatky [18]. Hlavni kyséani konc¢i zhruba 24 po
zasyteni, a aby proces prob¢hnul spravné, nesméji syry v této dobé prochladnout ani preky-
sat [18, 20]. Kysanim klesne obsah vapniku v parakeseinovém komplexu, az v kone¢né fazi
vznikne monokalciova stl parakaseinu, kterd je snadno rozpustna a bobtnajici za ptisobeni
NaCl obsazené v solné lazni [20, 21]. Vapenaté soli kaseinu napomahaji vzniku homogenni
struktury syrt. Navazanim kyseliny mlééné nebo mikrobidlnim rozkladem dochazi ke sni-
zeni kyselosti syra. V prub¢hu 24 hodin se sleduje pH a podle druhu syra ¢inni pH tésta 5,3
az 5,0 [21]. V ptipadé syrit ementalského typu kyselinu mléénou preménuji propionové bak-
terie na kyselinu propionovou, octovou a oxid uhli€ity, ktery je hlavnim produktem pro
tvorbu ok v tésté tvrdych syri. Pii tvorbe ok v tésté je diilezité piiznivé pH syfeniny po vy-
robé, které se pohybuje v rozsahu 5,1-5,3. V mékkych syrech se pii rozkladu laktozy nékte-
rymi kvasinkami mohou tvofit alkoholy a estery [22, 23].
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DL-laktat

propionat,
acetat,
H,0, CO,

butyrat, H,
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Clostridium sp. P *P

HsC

OH

kyselina mlé¢na

NSLAB Penicillium sp.

; CO,, H20
metanoat,

acetat, CO,

Obrazek 1. Zmény laktdzy v prubéhu zrani syra: 1 - racemizace, 2 - metabolizmus zplisobeny
Propionibacterium spp., 3 - oxidace, 4 - anaerobni metabolizmus pomoci NSLAB, 5 -

anaerobni metabolizmus pomoci Clostridium spp. [23]

Metabolizmus laktdézy probihd za pomoci citrat-pozitivnich kment laktokokt, mezi které
patii Lactococcus lactis ssp. lactis var. diacetylactis, ale také kmeny Leuconostoc mesente-
roides ssp. cremoris. Produkty jsou oxid uhli¢ity slouZzici k vytvofeni drobnych ok, které se
nachdzeji u syrt holandského typu, a dilezitych chutovych latek, jako je zejména diacetyl,
ktery ptispiva k chuti téchto syrii. Citrat miize byt metabolizovan také za pomoci nékterych
kmenit NSLAB na butanol, kyselinu octovou a diacetyl. Obsah citratu v syfeniné klesne

béhem ptl roku zrani ¢innosti NSLAB aZ na stopové koncentrace [16, 36].

1.2 Proteolyza a nasledné procesy

Rozklad bilkovin je hydrolyticky proces, ktery probihd v kyselém i neutrdlnim prostiedi.
V mléce se nachdzi vyznamny zdroj proteolytickych enzymii [23]. Rozhodujici tlohu pfi
hydrolyze bilkovin maji intraceluldrni proteolytické enzymy, které jsou do prostiedi syra
uvolilovany po lyzi buniky bakterii mlécného kvaSeni. Jsou to hlavné laktokoky mlé¢ného
kvaseni a termofilni tyCinky u syru s vysokodohfivanou syfeninou. U kazdého druhu syra
muze dochézet k odliSné intenzité proteolyzy. Vysledné produkty tak nasledné ovliviiuji

charakteristické vlastnosti [16, 23]. Intenzita proteolyzy muze také ovlivnit vyslednou tvr-
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dost syra, protoze se méni a slabne proteinova matrice [40, 41]. Proteolyza probiha v po-
stupné na sebe navazujicich krocich. Béhem proteolyzy dochazi ke $tépeni proteint, pii
nichz vznikaji peptidy o vysoké molekulové hmotnosti. Tyto peptidy jsou dale hydrolyzo-
vany na peptidy o mensi molekulové hmotnosti. V dalSim kroku rozkladu vznikaji kratsi

peptidy, dipeptidy a volné aminokyseliny [16, 23].

Aminokyseliny jsou kone¢nymi produkty proteolyzy. Poté mohou vstupovat do dalSich bi-
ochemickych reakci a slouzit jako prekurzory pro vznik senzoricky aktivnich latek, kterymi
jsou zejména aminy, kyseliny, karbonylové slouceniny nebo slouc¢eniny obsahujici syru [21,
22, 23]. K chuti v mnoha typech syru pfispivaji také malé a stiedni peptidy. Hotkost mohou
zpusobovat kratké, hydrofobni peptidy a hotké aminokyseliny jako napt. Arg, Met, Val, Leu,
Phe, Tyr, Ile, Trp. Nékteré mohou byt také sladké jako napt. Gly, Ser, Ala, Pro, Thr. Mezi
kyselé miizeme zatadit napf. Glu, Asp. Velmi dileZité z hlediska tvorby aroma syra se jevi
sirné slouceniny. Mezi tyto slouceniny patii napt. metanthiol, dimetyldisulfid. Prvni krok
metabolické drahy je zah4jen enzymem aminotransferazy, pii které se preméiuje aminosku-
pina aminokyselin na danou a-ketokyselinu. Aminotransferaza je Cinitel, ktery limituje rych-
lost produkce t€kavych slou€enin pfi zrani syrd. Aktivita aminotransferdz na vybrané ami-
nokyseliny je zobrazena na Obrazku 2. [23]. Dané a-ketokyseliny se mohou redukovat na
odpovidajici hydroxykyseliny. Druhou metabolickou drahou se zah4ji ¢innost lyaz, které
jsou schopny Stépit fetézce aminokyselin. Tato metabolicka draha je vyznamné zejména pro
aromatické aminokyseliny a metionin. Existuji dokonce i jiné metabolické drahy, jako je
napiiklad deaminace (odstranéni aminoskupiny a nasledna pfeména na amoniak) nebo de-
karboxylace (odStépeni CO» z karboxylove skupiny). Vyskytuji se dva typy deaminace, které

zahrnuji redoxni reakce a ty se lisi podle charakteru ptijemce vodiku [17, 23].
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Obrazek 2. Transaminace rozveétvenych aminokyselin na odpovidajici

a-ketokyseliny [23]

Cim déle budou syry zrat pfi piiznivych teplotach, tim hlubsi bude rozklad bilkovin. Chu-
tové rozdily mezi jednotlivymi syry, jsou zplsobeny nejen rozdilnou koncentraci obsahu
jednotlivych aminokyselin, ale 1 jinym mnozstvim rtznych frakci peptidd, které mohou
ovlivitovat chut’ syra. Rozsah neboli stupeni zrani je mnoZstvi dusiku, ktery je rozpustny ve
vodé¢ (vyjadieno v procentech). Hloubka zrani je mnozstvi dusiku aminokyselin a amoniaku
k celkovému dusiku (vyjadieno v procentech) [22]. Hlavni pivodni proteindzou v mléce je
plazmin, ktery je dilezity pfi zrani syrt a urychluje proteolyzu. Optimalni aktivitu vykazuje
pii teploté 37 °C a pH 7,5. Do krve se vylucuje jako negativni plazminogen, ktery je poté
aktivovan aktivatory (PAs) na plazmin. Plazmin se ucastni degradace srazeniny fibrinu pfi
procesu srazeni krve. V mléce byvaji plazmin, plazminogen a PAs asociovany na micely,
ale inhibitory plazminu a inhibitory aktivatoru odchézi spolu se syrovatkou. Dalsi funkci
plazminu je ta, Ze degraduje kaseiny v nasledujicim potadi: B-kasein = aSz-kasein > aS;-
kasein. K-kasein je vii¢i hydrolyze piisobenim plazminu odolny. aSz-kasein je docela citlivy
na ¢innost plazminu a to zpasobuje ztratu tohoto proteinu, které bylo béhem zrani syra po-
zorovano [23]. Syfidlo chymozin je tradi€né vyuZzivano pfi vyrob¢ syru a je ziskavano z

zaludkt sajicich telat. Hlavni roli chymozinu je $tépit k-kasein mezi 105. (fenylalanin) a
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106. (metionin) aminokyselinou. Chymozin dale §tépi kaseiny as; mezi 23. (fenylalanin) a
24. (fenylalanin) aminokyselinou. Kratké peptidy se poté rychle hydrolyzuji proteindzami
startérovych kultur. Kasein os; je pomérné rezistentni viéi §tépeni chymozinem. Stdpna
mista jsou pifedevsim v hydrofobni ¢asti molekuly [23, 36]. Schéma prabéhu proteolyzy je
znazornéna na Obrazku 3. [37].

syidlo syiidlo. plasmun
kasein —— para-k-kasein ————— vysokomolekulami peptidy

laktokokova CEP,
oligopeptidasy

nizkomolekularni peptidy aminopeptidasy

aminopeptidasy,
dipeptidasy

aminokyseliny

deaminasy / ‘ \

\ transanmunasy dekarboxylasy C-C a C-S lyasy

kyseliny NH; o-oxokyseliny i\‘ CO, \

/ . rizné produkty.

. aminy e

karbonylové . . slouceniny  obsahujici
alkoholy aminokyseliny

slouceniny sirn
7 estery

o-oxokyseliny oxidativni deaminace

N

. NH;
€O, aldehydy

redukce oxidace
alkoholy kyseliny

Obrazek 3. Schéma proteolyzy v syrech [37]

1.3 Lipolyza a nasledné procesy

Lipidy ovliviiuji texturu syrt, ptisobi jako zdroj mastnych kyselin, které jsou dale kataboli-
zovany na dalsi senzoricky aktivni latky. Dale jesté ptisobi jako rozpoustédlo pro chutové
aktivni latky. Lipidy pfitomné v syrech mohou podléhat oxida¢nim, nebo rozkladnym reak-
cim. Lipolytické enzymy v syru mohou byt rozdéleny na esterdzy nebo lipazy. Druhti lipaz
existuje nekolik a podle piivodu jsou to lipazy endogenni, které pochazeji pfimo z mléka
(lipoproteinlipaza) nebo mikrobialni lipazy, které jsou v dohiivanych syrech produkovany

rody Lactococcus spp. a Lactobacillus spp., ptipadné pomoci Penicillium roqueforti v syrech
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s plisni v tést€ aj. [21, 23]. Béhem zrani podléha tuk zménam, pii kterém se uplatiiuji lipo-
lytické enzymy. Na rozkladu tuku se kromé mikrobiologickych lipaz podileji i nativni lipazy,
ale pouze pti pouziti syrového mléka a ojedin€le pfi pouziti mléka, které bylo podrobeno
kratkodobé pasteraci. Intenzivni rozklad tuku probihé u plisnovych syrii (plisen v tésté ¢i na
povrchu) a u syra zrajicich pod mazem hydrolytickou a mén¢ oxidacéni cestou, pfi plisobeni
kulturnich plisni. Lipazy jsou hydrolazy a katalyzuji hydrolyzu esterovou vazbou, kterou se

navaze mastna kyselina na glycerol. Lipazy mohou byt razné¢ specifické:

1) obvykle hydrolyzuji 1,2- a 2,3 - diacylglyceridy a poté 2 - monoacylglyceridy

2) vykazuji specifitu pro mastné kyseliny, které maji ur¢itou délku svého mastného fetézce
3) nékteré vykazuji specifitu pro nasycené nebo nenasycené mastné kyseliny [23].

V plistiovych syrech z uvolnénych mastnych kyselin vznikaji riizné karbonylové slouceniny
jako methylketony, které se podileji na tvorbé chuti a aromatu syrii. Rozklad tuku, ktery je
nezadouci a projevuje se plesnivou chuti a zatuchlym zépachem zptisobuje enzym lipaza
rodl Alcaligenes, Proteus, Bacillus, ale hlavné plisn¢ rodt Aspergillus, a Mucor. U Cers-

tvych a piezralych tuénych syrt se vyskytuje chut’ zmydelnéného tuku. [21]

V syrech se nachazi volné mastné kyseliny (z anglického free fatty acid, FFA), které¢ jsou
prekurzory mnoha vyznamnych aromatickych latek, jako jsou naptiklad metylketony, lak-
tony, estery, alkany a sekundarni alkoholy. Kone¢nym produktem metabolickych drah, které
probihaji v priabéhu zrani, je obvykle etanol (je to sekundarnim produkt pifi fermentaci
laktézy nebo pii katabolizmu aminokyselin). Metabolizmus volnych mastnych kyselin ddva
vzniku reakci esteri volnych mastnych kyselin s alkoholem. Dalsi estery, které se v syrech
mohou nachézet, jsou metylester, propylester a butylester. Reakce volnych mastnych kyselin

jsou zobrazeny na Obrazku 4. [23].

Laktony jsou cyklické slouceniny, silné aromatické a podili se na celkové chuti syrd. Pro-
dukce laktonti v syrech pii zrani je omezena hladinou obsahu jejich prekurzorti — hydroxy-
kyselin. Vznikaji intramolekularni esterifikaci hydroxykyselin a jejich dehydrataci vznikne
cyklické struktura. a-laktony a B-laktony jsou reaktivni slouceniny na rozdil od y-laktony a
d-laktony, které jsou pomérné stalé a vyskytuji se v syrech. Hydroxykyseliny mohou vznik-
nout také redukci keton. Mlécna zldza mé d-oxidacni systém pro katabolizmus mastnych
kyselin a proto oxidace v mlécné zlaze je nejspis hlavnim zdrojem pro prekurzory laktont.

Laktony ale mohou vznikat 1 jinym zptisobem nez je uvolnénim hydroxykyselin z triacyl-
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glycerolu, napt. dodekalaktony mohou vzniknout z nenasycenych mastnych kyselin s dlou-

hym fetézcem pfti plisobeni Penicillium roqueforti. Hydroxykyseliny mohou vznikat ¢innosti

lipoxygendz a dalSich enzymu [16, 23].
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Obrazek 4. Katabolizmus volnych mastnych kyselin [23]
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2 VYZNAM BIOGENNICH AMINU A JEJICH VYSKYT V
POTRAVINACH

2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni organické latky vznikajici dekarboxylaci ami-
nokyselin (dekarboxylaza obsahujici jako kofaktor pyridoxal-fosfat) nebo plisobenim trans-
amindz z aminokyselin a karbonylovych slouc¢enin. Dekarboxylaci se odstrani karboxylova
kyselina dané aminokyseliny a vznika pfisluSny biogenni amin a oxid uhli¢ity [1]. Biogenni
aminy jsou bazické povahy a vykazuji rizné biologické ucinky [2]. Obecn€é mohou byt bio-
genni aminy zdrojem dusiku v riznych biochemickych reakcich a ddle mohou spoluvytvaret
aroma vysledného produktu [1]. Biogenni aminy se pfirozené vyskytuji v potravinach Zivo-
¢iSného piivodu jako naptiklad tyramin, histamin, kadaverin a putrescin, ale také v potravi-
nach rostlinného ptivodu a jsou jimi napiiklad tyramin a synefrin [1]. K tvorbé biogennich
amin pfi zrani syri mize dochazet aktivitou mikroflory, ktera kontaminovala mléko nebo
meziprodukt béhem vyroby. Riziko kontaminace klesa se zvySujicim se hygienickym stan-
dardem vyroby. Vylouceni kontaminace je vSak velmi problematické a nardzi na mnoho
piekazek. I pti dodrzovani spravné hygienické praxe a dobré technologii zpracovani, mohou
obsahovat syry z pasterovaného ¢i nepasterovaného mléka mnozstvi biogennich amint,
ktera mohou byt vyznamna pro zdravi ¢lov€ka [25]. Pfi vyrobé nékterych dlouhodobé zraji-
cich syrtt mize dochazet k vzriistu obsahu biogennich aminti [1, 2]. V syrech z ovéiho mléka
byl nalezen vétsi pocet a mnozstvi biogennich aminti nez u syrt s kravského a koziho mléka.
Odstraniovani vzniklych biogennich amini, které se v potravinach vyskytnou, neni jednodu-
ché a je popséano v dalsi podkapitole. K ¢aste¢nému snizeni dochdzi vlivem tepelného za-
hfevu u zpracovanych vyrobki a jejich reakci s redukujicimi cukry neboli s rozkladnymi
produkty cukri v Maillardovych reakcich. Ué¢innost eliminace biogennich amini prostied-
nictvim tepelné upravy je ale problematické, nebot’ biogenni aminy jsou slou¢eniny odolné
proti vysokym teplotam (napft. kulinarnim zpracovanim) [25]. Jednotlivé biogenni aminy,
jejich strukturni vzorec se systematickymi a trividlnimi nazvy, ptivodnimi aminokyselinami

a enzymy jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Nejbéznéjsi biogenni aminy v potravinach [9]

Bi . .. |Molekulova
logenni | Sumarni | oy oo Chemicky nizev | Strukurni nizev Enzym Pirvodni AMEK
amin vZorec [g'moltjl]
. HH
4-{aminobutyl) P
Agmatin CsHMNy 130,1% guanidine; 1-amino- | H.MN N “NM Arginindekarboxyldza Arginin
4-guanidobutan H
benzen . ) )
Fenylethyl- | CgHyN 121.18 LI Fenylalanindekarboxyliza Fenylalanin
amin etanolamin
1H-imidazol-4- CHCH MM,
Histamin | CsH;N; 11115 etanamin; | A Histidindekarboxyliza Histidin
2-(4-midazolyl)- | y
etylamin
Kadaverin | CsHuN: 102,18 ;;;ﬁ;ﬁiﬂid;m'lé_ M. T Lysindekarboxyliza Lysin
Putrescin | C4HLN2 88.15 114--bman-1$ann:n; e u.rl;hHH" Ornithindekarboxvldza Ormithin
tetrametyldiamin
. N.N“Bis(3- . -
Spermin | CioHiNs | 20234 arninopropyl)-1.4-| | . o4, o4l | Argininoxidaza Arginin
diaminobutan
Spermidin | C:HyN: | 14524 N{Tﬁﬁ”ﬁ’l@?’l} oM™ | Argininoxidaza Arginin
1H-indole-3- CH/H 0
Tryptamin | CyHpN» 16021 (Etﬂﬂaﬂml; 5 Trvptofandekarboxyliza Tryptofan
3-(2-aminoety “
indol
4-(2-aminoetyl) . _
Tyramin CsHuNO | 13718 fenol; " o | Tyrosndekarboxylaza Tyrosin
' 2-p-hydroxy fenyl
ethyl amine

Biogenni aminy lze dé€lit rovnéz podle jejich struktury:

1) Alifatické (kadaverin (CAD), putrescin (PUT), spermidin (SPD), spermin (SPM))
2) Aromatické (fenylethylamin (PEA), tyramin (TYR))
3) Heterocyklické (histamin (HIS), tryptamin (TRY)
Biogenni aminy miiZzeme také rozdélit podle plivodu na endogenni a exogenni.
Endogenni biogenni aminy vznikaji pfirozenymi pochody organizmu a v nizkych koncen-
tracich se mohou nachazet prakticky ve vSech potravinach.
Exogenni biogenni aminy vnikaji jako disledek mikrobidlni aktivity (dekarboxylaci da-
nych aminokyselin) napft. pfi kvasnych procesech (tyramin, histamin). VyS$si koncentrace

jsou dusledkem pokrocilejsiho kazeni potraviny [1].
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Enzymové reakce vedou k derivatiim biogennich amind a dalSim slou¢eninam a oxidativni
deaminaci mohou poskytovat aldehydy. Oxygenazy, methyltransferdzy, a dalsi enzymy se
uplatnuji pfi tzv. transformacich biogennich aminti na dalsi produkty. Vstupuji i do reakce
neenzymového hnédnuti, kde vzniknou jakou primarni reakéni produkty piislusné iminy,
které se také tvofi oxidaci amint, napt. peroxidem vodiku nebo hydroperoxidy lipida [1, 2].
Hlavni reakce BA, které vznikaji pii oxidaci, za pusobeni tepla nebo neenzymového

hnédnuti jsou uvedeny na Obrazku €. 5. [2].
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Obrazek 5. Hlavni reakce biogennich amini [2]

Vyznam biogennich aminl spociva v tom, Ze jsou soucasti fyziologického metabolizmu
Clovéka, zvifat, rostlin a mikroorganizmli. Biogenni aminy jsou pro organizmus
nepostradatelné, ale ve vétSich koncentracich jsou zdravotné zavadné az toxicke [3, 4]. U
zivych organizml mohou byt zdrojem dusiku, prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidii
(napft. tropanové alkaloidy rostlin), nukleovych kyselin a proteinti. V organizmu ovliviiuji
procesy jako je napt. regulace télesné teploty, pfijem zivin, regulace krevniho tlaku [11].
Pokud budeme mluvit o vyznamnych u¢incich danych BA na organizmus, tak napf. histamin
miva vyznamnou roli pii alergickych odezvach organizmu. Pti zénétlivych a alergickych
reakcich a v centralnim nervovém systému funguje jako neurotransmiter [3, 4]. Tyrosin a
tryptamin jsou vyznamné pii vystavbé hormontl a v rostlindch se z nich odvozuje fada alka-
loidd. Tryptamin ma navic vliv na funkei peristaltiky stfev a také na psychické funkce [4].
Tyramin vykazuje antioxidac¢ni aktivitu. Z dopaminu pfi oxidaci vznikne hormon dfen¢ na-

dledvinek nonadrenalin (norepirefrin) a jeho ptsobeni s S-adenosyl-methioninem vnikne
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dalsi hormon nadledvinek adrenalin (epinefrin). Oxidace dopaminu via dopachrom vede

k melaninovym pigmentim (¢ernohnéda barva kiize, vlasi,..) [2, 7].

Pti vyssich koncentracich vSak mohou biogeni aminy pusobit toxikologicky. Navic mohou
byt biogenni aminy prekurzory karcinogennich N-nitroso sloucenin a to hlavné sekundéarni
aminy (R-NH»-R), které vyvaii stabilni nebezpecné produkty, na rozdil od primarnich amint
(NHz-R). Organizmus c¢lovéka ma k dizpozici detoxika¢ni mechanizmy, jako je aktivita
aminooxidazy (monoaminooxidaza — MAO, diaminooxidaza — DAO), které¢ odbouravaji
biogenni aminy ve stievé. Polyaminooxidédza (PAO) napomahd odbourdvani spermidinu a
spearminu [1]. Pfi vyhodnocovani toxického ucinku je nutné zvazovat hlavné ptitomnost
konkrétniho aminu, ale i ostatni faktory, kterymi jsou mnozstvi spotfebované potraviny,
ptitomnost dalSich toxickych latek apod. Kvili tomu je velmi obtizné stanovit hranici
toxicity biogennich amini. Navic detoxikaéni mechanizmy jsou nedostate¢né u jedincii
s alergii, konzumujicich alkohol nebo lé¢iva s ti€¢inkem inhibitort MAO a pfi vysokém
pfijmu biogennich amint ve stravé [3]. Pfiznaky zptisobené konzumaci nadmérnych davek
a Spatné schopnosti detoxikace biogennich aminl jsou zvraceni, dychaci potize, poceni,
prijem, vyrazky, buSeni srdce, hypotenze (histamin) nebo hypertenze (tyramin) bolesti
hlavy a migrény (fenylethylamin, tyramin). U sperminu a spermidinu je mozny vznik N-
nitrosamint reakci s kyselinou dusitou. N-nitrosaminiim je pfipisovana karcinogenita,

mutagenita a teratogenita [3, 11].

Piedpoklada se, Ze pfi piijmu vyS§itho mnozstvi potravin napi. s koncentraci histaminu
vy$§im nez 400 mg/kg je ohroZeno zdravi. Dalsi vyzkum ukazal, Ze 75 mg Cistého peroral-
niho histaminu vyvolava ptiznaky u 50 % zdravych zen bez zndmky potravinovée intolerance

a ptijem piiblizn€ 1000 mg histaminu je rozhodné spojen s tézkymi intoxikacemi [31].

2.2 Vyskyt v potravinach

Jak jiz bylo zminéno, biogenni aminy se vyskytuji prakticky ve v§ech potravinach jako bézné
produkty metabolizmu [2]. Jejich zvySené obsahy jsou vSak zptisobeny mikrobidlni aktivitou
pfitomnych mikroorganizmii. Navic bylo prokazéano, Ze kadaverin a putrescin mohou zvysit
toxicitu histaminu a reagovat s dusitanem za vzniku karcinogennich nitrosaminii [30]. Ente-
rokoky a heterofermentativni bacily se povazuji za hlavni producenty tyraminu a histaminu.
I dalsi bakterie mlécného kvaSeni a nékteré gramnegativni bakterie rovnéz mohou byt pro-
ducenti biogennich aminti v syrech [7, 11]. Analytické metody pouzité pro kvantifikaci BA

jsou zalozeny pfedevSim na chromatografickych metodach: tenkovrstvd chromatografie
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(TLC), plynova chromatografie (GC), kapilarni elektroforéza (CE) a vysokoucinna kapali-
nova chromatografie (HPLC). Nejc¢astéji se pouziva HPLC pro metodu analyzy BA. Novéjsi
molekuldrni metody zalozené na hybridizaci DNA a PCR amplifikaci jsou pouzivany pro
rychlou a citlivou detekci urcitych biogennich aminti produkujicich bakterii. Cilem je do-
sdhnout vcasné detekce, a tudiz prevence otravy histaminem [32, 33]. Pro obsah v potravi-
nach jsou stanoveny legislativni limity a jsou stanoveny rozdilné v riznych zemich. Naftizeni
komise (ES) ¢. 2073/2005 sjednocuje minimalni pozadavky pro zemé¢ EU a udava limit obsahu
histaminu v rybach a rybich vyrobcich. Je zde ustanoveno piipustné mnozstvi histaminu v pro-
duktech rybolovu na 100 mg/kg. V produktech rybolovu, které bylo oSetfeno enzymatickym
zranim v laku na 200 mg/kg [28, 29].

Podle zptisobu tvorby biogennich amini mizeme potraviny rozdélovat do dvou skupin.

1. Fermentované potraviny: zde jsou biogenni aminy produkovéany hlavné pfi fermen-
taci a zrani. Zde patfi fermentované masné vyrobky, nékteré ryby a rybi vyrobky,
zrajici syry, alkoholické népoje (vino, pivo) a kysana zelenina.

2. Nefermentované potraviny: zde jsou biogenni aminy vysledkem ptisobeni kontami-
nujici mikroflory. Vyskytuji se hlavné v rybach a rybich vyrobcich a v mase v pri-
béhu skladovani. V tomto pfipad€, mohou byt biogenni aminy ukazatelem mikrobi-

ologické kontaminace, resp. jejich mnoZstvi ukazatelem kvality [2, 5, 34].

Bylo provedeno kvalitativni posouzeni rizik biogennich aminti u fermentovanych potravin,
které provedl panel pro biologické nebezpeci (BIOHAZ) EFSA (2011) - (Evropsky Gfad pro
bezpecnost potravin). S vyuzitim udaji z odborné literatury dospél panel BIOHAZ k zavéru,
ze akumulace BA ve fermentovanych potravinach je komplexni proces, ktery je ovlivnén
mnoha faktory a jejich interakcemi, jejichZ kombinace je Cetnd, variabilni a specificka pro

dany produkt [31].

Vyskyt biogennich amintl v rostlinnych materialech neni tak vysoky, aby ohrozil zdravi. Do
rostlinnych materiali zatadime hlavné vyskyt v ovoci, zeleniné, ovocnych dzusech a kaka-
ovych bobech. V dzusech vyrobenych téméf ze vSech druht citrusového 1 ostatniho ovoce
byl prokézan obsah vSech biogennich amind. Mezi nejvice zastoupené patfil putrescin. V
pomerancovych dzusech byl nalezen tryptamin a nonadrenalin. V bananech byl obsah tyra-
minu, noradrenalinu, tryptaminu, serotoninu. Ve Svestkach se vyskytoval tyramin a noradre-

nalin. V zeleniné, do které zaradime 1 ¢inské zeli, ledovy salat a ¢ekanku, byly nalezeny
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obsahy biogennich aminti. Nejvice vyskytujici se byl spermidin. Fermentovana zelenina ob-

sahovala histamin, ktery byl také nalezen v kysaném zeli [30, 32].

V rybéach a v produktech zryb se vyskytoval histamin, tyramin, kadaverin a putrescin.
Histidin se pfirozen¢ vyskytuje v rybich svalech mnoha druhti ryb patficich do rodiny Scom-
bridae. Obecné plati, Ze tvorba biogennich amini v rybich produktech je ovlivnéna prede-
v§im dobou skladovani a teplotou. Maximalni hladina histaminu v produktech z ryb je sta-

novena natizenim. [28, 29].

Vino a pivo jsou velmi popularni fermentované vyrobky. Ve viné€ nejcastéji se vyskytujici
biogenni aminy jsou histamin, fenylethylamin, tyramin, putrescin, kadaverin, spermidin,
spermin, tryptamin a agamatin. Bylo zjisténo, Ze putrescin je nejhojnéjsi BA ve ving. Sper-
midin a putrescin byly identifikovany jako dva dominantni aminy v hroznu a mostu. Behem
alkoholové fermentace miize metabolizmus kvasinkovych kmentli produkovat n¢které BA.
Bylo zjisténo, ze bilé vino obecné obsahuje nizsi hladiny BA nez Cervené, protoze v procesu
vyroby bilého vina nedochazi k malolaktické fermentaci [30, 32]. Biogenni aminy, které
jsou obsazeny v pivu, jsou rozdéleny na dvé skupiny. Prvni skupina zahrnuje putrescin, sper-
midin, spermin a agmatin a ty 1ze povazovat za primarni slozky pochézejici ze sladu. Druha
skupina BA vznika ¢innosti kontaminujici mikroflory a fadime zde histamin, tyramin a ka-
daverin. Na tvorb¢ tyraminu a tryptaminu se podili bakterie rodu Pediococcus sp. Z lakto-
bacili se na tvorbé BA podili hlavné Lactobacillus brevis. V nealkoholickych pivech se
mnozstvi biogennich amint vyrazné nelisi od alkoholickych. To ndm fika, ze odliSna vyroba
neovlivituje mnozstvi t&chto latek. Vysoka spotieba piva v Ceské republice, miize byt p¥ici-

nou nadmérného pifijmu biogennich aminti pro nas organizmus. [35]

V syrech se nejcastéji vyskytuji BA, jako je histamin, tyramin, kadaverin, putrescin, trypta-
min a 2 - fenylethylamin [7, 11, 24]. V syru typu Gouda se mohou vyskytovat laktobacily se
zvysenou proteolytickou aktivitou, produkujici biogenni aminy az v po¢tu 107 KTJ-g! [23].
U bakterii mlé¢ného kvaseni (Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus) 1zolovanych z po-
travin byla u mnoha kment prokézéana tvorba aminti [6]. V Tabulce €. 2 jsou uvedeny mi-
kroorganizmy, které produkuji dané biogenni aminy. Obecné v syrech produkuji biogenni
aminy: Lactobacillus bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L.acidophilus, L. buchneri; Strep-

tococcus faecium; Bacillus macerans [4].
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Tabulka 2. Mikroorganizmy produkujici BA v pfirodnim syru [2]

Potravina Mikroorganismy Prc'odukt.:n-'a-
né aminy
Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plantarum,
L.casei His, Kad
syry L. acidophilus, Enterococcus faecium, Put, Tyr,
Streptococcus mitis Trp
Bacillus macerans, Propionibacterium sp.

His — histamin, Tyr — tyramin, Kad — kadaverin, Put — putrescin, Agm — agmatin,

Spd — spermidin, Spn — spermin, His — histamin, Trp — tryptofan

2.3 Faktory ovliviiujici vznik biogennich amint
Zakladni podminky pro vznik biogennich amint jsou nésledujici:

- Pritomnost a dostupnost aminokyselin v substratu
- Pfitomnost a aktivita mikroorganizmil s dekarboxyldzovou aktivitou

- Podminky ovliviiujici aktivitu a rist mikroorganizmu [3, 11, 12].

Tyto zakladni podminky ovliviiuji kolisani obsahti biogennich amint. Zpisob vzniku bio-
gennich amind je také mozny pfi transaminaci aldehydii a ketont [1]. Faktory, jako je pouziti
pocatecni kultury a enzymi, oSetfeni mléka, pH, mnozstvi proteolyzy, teplota a doba dozra-
vani, pfitomnost kysliku, aktivita vody, relativni vlhkost a dostupnost mikroorganizmt mo-
hou mit také vliv na tvorbu BA. Druh mikroorganizmu, ktery se v potraviné nachézi, také
ovlivituje mnozstvi a typ biogenniho aminu [1, 25, 30]. Pro sniZeni koncentrace BA je mozno
pouzit jiz zminénou tzv. diaminooxidazu, ale tento zptisob dekontaminace je omezen pouZzi-
telnosti v praxi, protoze pfi piijmu vysokych davek biogennich aminil z potravin neni tento
detoxifika¢ni systém schopen vSechny dostate¢né odstranit [27]. Tvorbé biogennich amint
v potravinach se tradi¢n¢ zabraniovalo piedev§im omezenim mikrobialniho riistu chlazenim
amrazem. Proto je tfeba jako alternativy povaZovat sekundarni kontrolni opatfeni k prevenci

tvorby biogennich amintli v potravinach nebo ke sniZeni jejich vzniklych hladin. Pouze né-

které budou nakladovée efektivni a praktické pro pouziti v praxi [25].

V soucasnosti se vyviji pfistupy pro snizeni obsahu biogennich amint v potravinach, které

zahrnuji

- pouziti kultur, které degraduji histamin,

- aplikace hydrostatickych tlakti (HHP),
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- ozarovani,
- nové pfistupy v baleni (modifikovana atmosféra MAP),

- pouziti aditiv do potravin, které méni environmentalni podminky.

Ke snizeni obsahu biogennich amini mize byt rovnéz pouzita kombinace vyse zminénych
metod jako napft. v pfipadé soucasného vyuziti vysokého hydrostatického tlaku a amin-ne-

gativnich startért. Je ale ovSem nutné optimalizace podobnych piistupi [25].

Degradace vzniklych biogennich aminli v potravinach lze dostdhnou vyuzitim enzymu ami-
nooxidaza. Aminooxidaza miZe byt izolovana z mikroorganizmi. Oxidazy katalyzuji dea-
minaci biogennich aminti za vzniku aldehydu, peroxidu vodiku a amoniaku. K degradaci
biogennich amind je mozno pouzit bakterie, které tento enzym tvoii. Mezi rody bakterii,
které jsou schopny degradovat biogenni aminy za pomoci enzymu aminooxidazy, patii
Lactobacillus, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Brevibacterium a Halomonas. Je
také ale zndmo, ze nékteré druhy vldknitych hub maji téz aminooxidazovou aktivitu a vyu-
zivaji aminy jako zdroj dusiku. Pouziti enzymd, jako je diaminoxidaza (DAO), které¢ degra-
duji biogenni aminy a pouziti bakterii, které maji tento enzym, jsou moznymi nastroji k de-
gradaci jiz vytvotenych biogennich amint a nejsou v soucasné dob€ uznavany jako konzer-

vacni metody [25].

Tvorba biogennich aminll v syru se mize objevit béhem zrani, ve kterém je kasein degrado-
van a volna aminokyselina miize byt preménéna na BA pomoci mikrobidlnich dekarboxylaz.
Dochazi k odstépeni molekuly oxidu uhli¢itého ze substratu [15]. Pti dekarboxylaci volnych
aminokyselin (¢innosti bakteridlnich dekarboxyldz) mohou vzniknout toxickd mnozZstvi bi-
ogennich amini. Vznikld mnozstvi biogennich amint v syrech ovliviiuji faktory, které byly
jiz zminény [30]. Dekarboxylace je chemicka reakce a je katalyzovana enzymem dekarbo-
xylazou, které se fadi do skupiny ly4z a koenzymem je pyridoxal-5-fosfat. Hnilobné druhy

bakterii, ale i fada druhii bakterii mlééného kvaseni vykazuji tuto funkei [15].

Bude-li substratem aminokyselina, odstépuje se z karboxylové skupiny oxid a dochéazi ke

vzniku aminu, jak je uvedeno na Obrazku 6.
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R—(_l‘,H—COOH > R— CH,— NH,

NH, co,

Obrazek 6. Obecna reakce vzniku biogennich amini [15]

Dekarboxylace volnych L-aminokyselin je reakce, pfi které se odstépi a-karboxylova sku-
pina a vznikne pfisluSny amin a oxid uhlicity. Tyto reakce mohou probihat dvéma mecha-
nizmy [13]. Na Obrazku 7 je znazornéna dekarboxylace ptes pyruvoylovy zbytek a na Ob-
razku 8 dekarboxylace ptes pyridoxalfosfat. Reakce aminoskupiny a-aminokyseliny s kar-

bonylovou skupinou prostetické skupiny enzymu vznikaji pfechodné iminoslouc¢eniny, které
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se nazyvaji jako Schiffovy baze [14].
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Obrazek 7. Dekarboxylace L-aminokyselin pfes pyruvoylovy zbytek. [14]
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Obrazek 8. Dekarboxylace L-aminokyselin pies pyridoxalfostat [13]

2.3.1 Faktory ovliviiujici mikrobialni dekarboxyla¢ni aktivitu

Pro sniZeni obsahu biogennich amintl je potieba vybirat technologicky vyznamné mikroor-
ganizmy se sniZzenou dekarboxyldzovou aktivitou nebo nejlépe uplné bez dekarboxylazové
aktivity [3, 25]. Mezi nejdulezitéjsi zastupce s dekarboxylazovou aktivitou patii laktobacily,
které se do syrit béhem vyroby mohou ptidavat jako doplitkové kultury, ale mohou se tam
nachazet i jako NSLAB [3, 11, 32]. Rada bakterii ma i enzymy, které oxiduji biogenni aminy
v potravinach (aminokonjugatové bakterie) napt. Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
paracasei subsp. L. paracasei patii 1 mezi amin-negativni bakterie. Tyto amin-negativni mi-
kroorganizmy byly navrZeny jako potencialni startéry pro vyrobu syra [25].

Aby byl obsah biogennich aminil v potravinach snizen je zapotiebi mikroorganizmiim na-

vvvvvv

karboxyla¢nich enzym1, je nékolik:
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1. Dostupnost substratu

Ptitomnost volnych aminokyselin a zkvasitelnych sacharidi. Ideélni koncentrace glukdzy

v substratu je 0,5 — 2 %, zatimco koncentrace nad 3 % muze syntézu inhibovat.
2. pH

Koncentrace vodikovych iontii ovlivituje a v nékterych piipadech i inhibuje rist mikroorga-
nizmu. Pro dekarboxyla¢ni mikroorganismy je optimalni pH v rozmezi od 4,0 do 5,5. Nizké
pH napomaha produkci a také ma vliv na aktivitu dekarboxyldzovych enzymt, produkce

zasaditych biogennich amint tak slouzi jako obrana proti kyselému prostiedi [3, 26, 30].
3. Teplota

Vhodna teplota napt. pro tvorbu histaminu je pti 20 °C, pii 5 °C se tvoii mén¢ z divodu
poklesu aktivity daného mikroorganizmu [3, 26]. Obecné plati, Ze se rychlost tvorby biogen-
nich amint zvySuje s rostouci teplotou [26]. Zmrazeni je G€inngjsi, nez chlazeni pii prevenci
tvorby biogennich amint. Pfi zahfivani mtze dojit ke zni¢eni bakterii produkujici histamin
v potravinach. Pokud dojde k rekontaminaci a teplotnim vykyvim po tepelném zpracovani,
muze dochdzet k tvorbé histaminu v tepelné zpracovaném produktu. Nicméné, jak jiZ bylo
uvedeno, histamin je tepelné stabilni, takZe pouziti tepelného oSetfeni po vytvofeni hista-

minu ve vyrobku nezajisti jeho bezpecnost [25, 30].
4. Ptitomnost soli

Ptitomnost soli obecné inhibuje tvorbu biogennich aminl z divodu toho, Ze mikroorga-
nizmy, které tvoii dany biogenni amin, nemusi byt halotolerantni a také v pfitomnosti chlo-

ridu sodného se inhibuje aktivita histidin-dekarboxylazy.
5. Pfitomnost kysliku

Pritomny kyslik, jako ovliviiujici faktor je nejednoznacny. Na tvorbé biogennich amint se

mohou podilet mikroorganizmy aerobni, fakultativné anaerobni i anaerobni.
6. Hygiena a doba skladovani

Pti ziskavani a zpracovani surovin je nutno dodrzovat a aplikovat hygienické zasady, které
nam napomohou zamezit kontaminaci cizi mikroflorou. Doba skladovani ma také vliv na
obsah biogennich amini. Pii prodluzovani doby skladovani roste obsah biogennich aminti

v potravinach a to zejména v syrech dlouho zrajicich pod folii nez pod kirou [3, 30].
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7. Hydrostaticky tlak

Vysoky hydrostaticky tlak je metoda konzervace, ktera poskozuje bunécné membrany mi-
kroorganizm, coz ma za nasledek inaktivaci nebo subletalni u€inek na bunku. Diky inakti-
vaci mikroorganizmu prodluzuje vysoky hydrostaticky tlak skladovatelnost pii zachovani
puvodni chuti a vlastnosti. Metoda byla aplikovana na mnoho potravin véetné syra, ale inhi-

bice tvorby biogennich aminti zavisi na Grovni aplikovaného tlaku [25].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Cilem bakalaiské prace bylo popsat vyvoj biogennich amind v zavislosti na ptidavku

vybranych kment mikroorganizmi a dob¢ zrani syrti holandského typu. Zakladni cil byl

rozdélen do nékolika dil¢ich cilt:

- vyrobit modelové Sarze syrit s producentem biogennich aminl Lactoccocus lactis
subsp. cermoris CCDM 946 a potencidlnimi degradéry biogennich amint Citrobac-
ter freundii KS 32 a Pseudomonas fragi KS 43

- vramci skladovaciho experimentu sledovat vybrané vlastnosti modelovych syra

- porovnat obsah biogennich aminti v modelovych Sarzich béhem zrani
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Vyroba modelovych vzorku syri

Material a pomicky

syrové kravské mléko

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

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

- syfidlo Chymax M (Chr. Hansen, Dansko)

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

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

- kyselina peroctova Divosan Activ (Diversey, Ceské republika)

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

- vyrobnik syrti (Driml, Ceska republika)

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

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

- zraci komora (Candy, Italie)

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

- termostat Microbiological IL53 (VWR, Evropska Unie)

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

Postup vyroby

Byly vyrobeny cekem Ctyti Sarze syrt s nizkodohtivanou syfeninou typu gouda, které byly
posléze pouZzivany pro zraci pokus. Prvnim krokem vyroby bylo piedehiati mléka na teplotu
37+1 °C z diivodu snizeni viskozity pro lepsi odstiedéni. Po predehiati bylo mléko preve-
deno na odsttedivku pro oddéleni mléka a smetany. Nasledné bylo mléko nastandardizovano
na obsah tuku v mléce 3 % pro dosazeni vysledné pozadované tu¢nosti 45 % tvs. Nastandar-
dizované mléko bylo pifevedeno do vyrobniku syrii. Byla pouzita kratkodobé Setrna paste-

race pro polotvrdé syry. Mléko bylo zahtivano na teplotu 74°C/20s. Pasterované mléko se
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ochladilo a vytemperovalo na inokula¢ni a syfici teplotu 32+1°C. Mléko o objemu 35 litri

bylo inokulovéno pfedem ptipravenym provoznim zakysem o celkovém objemu 160 ml:

- 160 ml smetanového provozniho zékysu v ptipad¢ kontrolni Sarze (oznaCeni Sarze
K): Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lacto-
coccus lactis subsp. diacetylis

- 120 ml smetanového provozniho zakysu a 40 ml zakysu s kmenem, ktery produkuje
biogenni aminy Lactoccocus lactis subsp. cremoris CCDM 946 (oznaceni Sarze P)

- 80 ml smetanového provozniho zdkysu, 40 ml zdkysu s produkujicim kmenem
CCDM 946 a 40 ml zékysu s kmenem Citrobacter freundii KS 32, ktery je testovan
na degradaci biogennich aminti (oznaceni Sarze D1)

- 80 ml smetanového provozniho zdkysu, 40 ml zdkysu s produkujicim kmenem
CCDM 946 a 40 ml zakysu s kmenem Pseudomonas fragi KS 43, ktery je testovan

na degradaci biogennich aminti (oznaceni Sarze D2)

Schéma inokulace jednotlivymi kulturami v danych SarZich je zndzornéno na Obrazku 9.

4 sariZe syru

Kontrola - smetanova| | smetanova Smetanova kultura Smetanova
kultura: Lactococcus kultura + producent kultura
lactis subsp. lactis, + producent: Lactoccocus lactis + producent
Lactococcus lactis Lactoccocus lactis subsp. cermorfs Lactoccocus !aFtis
subsp. cremoris, subsp. cermoris +_degrader 1 subsp. cefmons
Lactococcus lactis CCDM 946 Citrobacter + degradér 2:
subsp. diacetylis freundii KS 32 Pseudomonas

+ 946 fragi KS 43 + 946

Obrazek 9. Schéma vyroby s pouzitim danych mikroorganizmi

Déle se k mléku ve vyrobniku ptidalo 17,5 ml nasyceného roztoku CaCl,, aby bylo podpo-
feno syfeni. Pfipravend smés se dikladné promichala a kultura se nechala 20 minut reakti-
vovat za soucasného michéani. Po uplynulych 20 minutach se ptidalo syfidlo o objemu 1120

ul. Smés se kratce intenzivné promichala a ponechala se stat v klidu 30 minut. Po uplynuté
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dobé¢ se vznikla syfenina prokrojila pomoci syraiské harfy podélné i pti¢né. Prokrojenad sy-
fenina se opét nechala v klidu stat 10 minut, ve které dochazelo k uvoliiovani syrovatky.
Nasledn¢ se pomoci syratfské harfy s vertikalnimi strunami syfenina ru¢né drobila po dobu
5 minut. Po této dob¢ se syfenina michala pomoci michadla 30 minut, kdy dochazelo k vy-
tuzovani syratfskych zrn. Po vytuzeni se za stdlého michéni odebirala syrovatka v objemu
10,5 1 (cca do 30 % pivodniho objemu mléka). K syraiskému zrnu se po malych davkach
pfiddvala voda o objemu 7 1 (cca do 70 % objemu odebrané syrovatky) o teploté 60 °C pro
vzrust teploty systému na 37 °C, tak aby dochazelo k dohtivani syra. Dohfivani syra muselo
byt pozvolné, aby se zrno neuzavielo z diivodu rychlého ptidani teplé vody. Po udrzeni po-
zadované teploty 37 °C se pouzila regulace pomoci fidici jednotky vyrobniku. Dosouseni
zrna probihalo za stadlého michani po dobu 30 minut, tak aby se zrno neusazovalo na dno
vyrobniku. Syfenina byla slévana do vany, kde se syrafské zrno predlisovalo 20 minut. Pied-
lisovana syienina byla rozkrajena a vlozena do 12 forem, které byly vylozeny plachetkou.

Syry se lisovaly pomoci 4 listi ve trojici dle lisovaciho planu

1. lisovani

Doba lisovani | Z4téZ na pace

30 min S5kg
30 min 15 kg
30 min 25kg

Otoceni syra

2. lisovani

Doba lisovani | Z4téz na pace

60 min 25kg

Vylisované syry se vlozily do nddob a umistily do lednice k prokysani do druhého dne (642
°C). Druhy den byly syry vlozeny do solné lazn¢ o teploté 8°C a soleny 3 hodiny. Cekem
byly piipraveny 4 solné lazné€. Po soleni byly syry oSetfeny antimykotickou suspenzi (Del-

vocid XT1, DSM, Nizozemsko). Syry se zabalily do vakuové smrstitelné folie. Oznacené
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syry se daly zrat do zraci komory (10+1 °C) po potiebnou dobu. Odbéry modelovych vzork
pro analyzy byly provedeny 1., 14., 28., 56. a 84. den zrani.

4.2 Mikrobiologicky rozbor

Mikrobiologicky rozbor byl proveden na Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi,

Fakulty technologické.

Pro stanoveni mikroorganizmu byly pouzity kultiva¢ni ptidy PCA (pro vSechny mikroorga-
nizmy), ENDO a VRBA (enterobakterie), Slanetz-Bartley (enterokoky), CHYGA (plisn¢ a
kvasinky), MI17 (mlééné koky), MRS (laktobacily) a agar s penicilinem
a pimaricinem (G- nefermentujici ty€inky) — pouze pro Sarzi D2. Stanoveni na ostatnich
pudach bylo provedeno pro vSechny vzorky syra. Mikrobiologické stanoveni bylo provadéno

1., 14.,28., 56., a 84. den.

Pocet mikroorganizmu byl vyjadfen jako KTJ (kolonie tvotici jednotku), z angl. CFU (co-
lony forming unit), ktery je vztazen na jednotku objemu nebo hmotnosti, podle povahy

vzorku, tedy KTJ/ml nebo KTJ/g.
Vypocte se dle vzorce:

yC
N: _
V(n1 +0,1n2)d

> C — soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet

V — objem inokula v ml

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

n2 — pocet ploten vybranych k vypoctu z druhého zvoleného fedéni

d — faktor fedéni odpovidajici prvnimu pro vypocet zvolenému fedeéni

4.2.1 Stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich
mikroorganizmi

Celkovy podet mikroorganizmti (CPM) byl stanoven podle normy CSN EN ISO 4833. Bylo
navazeno 5 g vzorku syra, ktery byl natedén devitindsobkem fyziologického roztoku. Vzo-

rek se nechaval homogenizovat a bylo ziskano 0. fedéni. Poté se ptipravilo piislusné desit-
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kové fedéni (101,102,103,10%) do ptipravenych sterilnich zkumavek se 4,5 ml fyziologic-
kého roztoku. Ockovani se provadelo roztérem 0,1 ml na sterilni Petriho misku s piidou pfi-
pravenou pudou PCA. Vzdy bylo provedeno ¢tyf desitkové vhodné fedéni a ockovano na

Ctyti Petriho misky. Kultivace probihala pfi teploté 30 °C 48 hodin.

Kultivac¢ni pida PCA je neselektivni medium a slouzi ke stanoveni celkového poctu mezo-

filnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganizmii.

4.2.2 Stanoveni plisni a kvasinek

Plisné a kvasinky byly stanoveny podle CSN ISO 21527-1. Bylo navazeno 5 g vzorku syra,
ktery se natedil devitinasobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace, kterou
se ziskalo 0. fedéni. Poté bylo pfipraveno piisluiné desitkové fedéni (107',101,10)do pti-
pravenych sterilnich zkumavek se 4,5 ml fyziologického roztoku. Ockovani se provadélo
roztérem 0,1 ml na sterilni pidu CHYGA. Provedeny byly tfi desitkové fedéni a ockovalo

se na tfi Petriho misky. Kultivace na ptidé CHYGA probihala pii pokojové teploté 48 hodin.

4.2.3 Stanoveni enterokoku

Enterokoky byly stanoveny dle CSN ISO 7899-2. Bylo tieba navazit 5 g vzorku syra, ktery
se natedil devitindsobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace, se kterou
bylo ziskano 0. fedéni. Poté se pripravilo desitkové fedéni (1071,1071,10%) do sterilnich zku-
mavek, ve kterych bylo 4,5 ml fyziologického roztoku. O¢kovani se provadélo prelivem 0,1
ml vzorku na sterilni padu SB. VZdy byly provedeny tii desitkové fedéni a ockovano bylo

na ti1 Petriho misky. Kultivace probihala pfi teploté 37 °C /48 hodin.

4.2.4 Stanoveni koliformnich bakterii

Koliformni bakterie byly stanoveny podle CSN EN ISO 4832. Bylo navazeno 5 g vzorku
syra, ktery se nafedil devitinasobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace,
se kterou jsme ziskali 0. fedéni. Poté bylo piipraveno desitkové fedéni (101,102,10"%) do
pfipravenych sterilnich zkumavek se 4,5 ml fyziologického roztoku. O¢kovani se provadélo
roztérem 0,1 ml na sterilni pomnozovaci ptdu s pidou Endiiv agar a VRBA. Byly provedeny
tf1 desitkové fedéni a ockovano bylo na tfi Petriho misky. Kultivace probihala pfi teploté 37
°C /48 hodin. Pidy pro koliformni bakterie slouzi ke stanoveni enterobaktrii. Endiiv agar
slouzi k potladeni G+ bakterii a k dikazu aldehydi, které vznikaji jako Stépné produkty
laktozy.
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4.2.5 Stanoveni bakterii mlééného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaseni byly stanoveny dle CSN ISO 15214. Bylo navéazZeno 5 g vzorku
syru, ktery se natedil devitindsobkem fyziologického roztoku. Nasledovala homogenizace,

se kterou jsme ziskali 0. fedéni. Poté bylo piipraveno piislusné desitkové fedéni (1072,

10,10%,10) do ptedem pfipravenych sterilnich zkumavek se 4,5 ml fyziologického roz-
toku. Ockovani se provadélo roztérem 0,1 ml na sterilni pomnozovaci médium s ptiidou M17
a MRS. Vzdy byly provedeny ctyfi desitkové fedéni a ockovalo se na Ctyfi Petriho misky.
Kultivace na pad¢ M17 probihala pfi teploté 30 °C /48 hodin a inkubace na ptidé MRS pro-

bihala pfi teploté 30 °C /48 hodin v aerostatu za pfitomnosti oxidu uhli¢itého.

Pida M17 je zivné médium, které slouzi pro stanoveni mlécnych kokt (streptokoky, lakto-
koky, leukonostoky) a stanovily se dle CSN ISO 15214. Kultivaéni piida MRS slouzi ke

stanoveni laktobacilu.

4.2.6 Stanoveni G- nefermentujicich tyc¢inek

G- nefermentujici ty¢inky se stanovily podle normy CSN ISO 13720. Tahle norma popisuje
stanoveni poctu bakterii rodu Pseudomonas v mléce a mléénych vyrobcich. Stanoveni se
pouzilo pouze pro Sarzi syra D2. Touhle metodou lze zachytit vSechny pigmentujici 1 nepig-
mentujici psychrofilnich bakterie rodu Pseudomonas. Na kultivacni ptidu Agar s penicilinem
a pimaricinem bylo naneseno 0,1 ml pfislusného desitkového fedéni vzorku syra a rozetfeno
po celé plotné pomoci hokejky. Petriho misky se umistily do inkubétoru a nechaly se kulti-

vovat pii teploté 25°C/48 hodin.

4.3 Zakladni chemicka analyza

4.3.1 Meéfeni pH

Po stanoveni texturnich vlastnosti nastal méteni pH. Probihalo opét méteni v den 1., 14., 28.,
56. a 84. Kalibrovanym pH metrem (EUTECH INSTRUMENTS, Nizozemsko) jsme vzorek

syra zméfily celkem Sestkrat v celém povrchu hmoty.
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4.3.2 Stanoveni obsahu suSiny

Susina byla stanovena podle normy CSN EN ISO 5534. Sledovany vzorek syra se rozemlel,
aby bylo mozné ho 1épe navazovat pro dalsi analyzy. Stanoveni obsahu susiny bylo prova-
déno den 1., 14., 28., 56. a 84. Vzdy se navazovaly cca 3g, které byly vloZzeny do zvazenych
misek s motfskym piskem. Misky se vzorkem se promichaly a vlozily do susarny (Venticell,
Brnénska Medicinska Technika a. s., CR) a suseny pii teploté 105+1 °C po dobu 5 hodin.

Obsah susiny se vypocital pomoci vzorce:

obsah susiny [% hmotnostni] Z(m?’m;ml)—
2

mi- hmotnost misky s piskem [g]
m> — hmotnost vzorku pied suSenim [g]

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

4.3.3 Stanoveni obsahu soli

Obsah soli se stanovil potenciometricky podle CSN EN ISO 5943. Stanoveni obsahu soli
bylo provedeno v den 14., 28., 56. a 84. Pfed stanovenim bylo nutno provést standardizaci
roztoku dusi¢nanu stfibrného. Na analytickych vahach (A&D GH-200 EC) byl navdzen 1 g
homogenizovaného vzorku syra. Vzorek se nésledné rozmélnil v tfeci misce s 5 — 10 ml
destilované vody o teploté cca 60 °C. Ke vzorku se pfidalo 2 ml HNOs3 (fedéna 1:4). Vzorek
se doplnil destilovanou vodou na objem 120 — 130 ml tak, aby se mohly ponofit elektrody a
teplomér. Kadinka se umistila na magnetickou michacku a bylo titrovano roztokem dusi¢-
nanu sttibrného o koncentraci ¢ = 0,1 mol-1"'.Zaznamenavaly se hodnoty napéti pti 0 ml
pfidavku dusi¢nanu stifibrného a nasledné vzdy po 0,5 ml ptidavku dusi¢nanu sttibrného.
Titrace se ukoncila po dosazeni napéti 400 mV. Objem byl ur¢en vypoctem z druhé derivace.

Byla provedena tfi opakovani.

4.3.4 Stanoveni obsahu tuku

Stanoveni obsahu tuku se provadélo v den 1., 14., 28., 56. a 84. Na sklenénou lodicku vsa-
zenou do butyrometru bylo navazeno 3,00 g vzorku syru. Hornim otvorem butyrometru se
vpustilo asi 14 ml kyseliny sirové. Butyrometr se zazatkoval a vlozil do vodni 1azn€ o teploté

65 °C za promichavani. Po rozpusténi syru se pfidal 1 ml amylalkohol a zifedénd kyselina
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sirova (tak aby sahala do 2/3 stupnice butyrometru). Poté se butyrometr zazatkoval, n¢koli-
krat obratil a vytemperovan v lazni o teploté 65 °C. Poté nasledovalo 5 minut odstied’ovani.
Po odstiedéni se ponechal butyrometr 5 minut ve vodni 1azni o teploté 65 °C a na stupnici
se pfimo odecetly hmotnostni procenta tuku. Procentualni podil tuku z celé suSiny (tuk v
susin¢) byl vyjadien pomoci vypoctu:

100=t
S

X=

s —suSina v %
t — tucnost v %

X — tuk v susiné v %

4.4 Texturni profilova analyza

Analyza texturnich vlastnosti vzorki syrt byla provedena pomoci piistroje TA.XT Plus (Sta-
ble Micro Systems Ltd., Godalming, Velka Britanie) a sondy o priméru 100 mm. Ze stiedu
vzorku syra byl vykrojen valec o priméru 35 mm a vySce 20 mm. Provedl se kompresni test
ve dvou cyklech se stlatenim vzorku o 25 % jeho plvodni vysky rychlosti 2 mm/s. Ze zaté-
Zové kiivky se hodnotila tvrdost jako maximalni sila v N dosaZzena béhem prvniho stlaceni.
Dale se posoudila kohezivnost vzorku jako podil ploch pikti druhého a prvniho kompresniho

cyklu. U kazdého vzorku byla provedena tfi opakovani.

4.5 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Pro stanoveni volnych aminokyselin se vzorek nejdfive rozemlel a lyofilizoval (lyofilizator

ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, LABICOM s. r. 0., CR).

Pfed samotnym stanovenim byla provedena ttistupiiova extrakce ze suSené hmoty syru po-

moci lithno-citratového pufru a derivatizace.
Postup extrakce:

Do zkumavky byl navdzen 1 g lyofilizovaného vzorku a ptidan lithno-citratovy pufr v mnoz-
stvi 10 ml. Vzorek byl nejprve dokonale promichén na vortexu a néaslednych 30 minut na

ttepacce (LT2). Nasledovalo odstfedéni pii 6000 ot./min po dobu 10 min (odstfedivka EBA
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21, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen). Supernatant byl pielit do odmérné
banky o objemu 25 ml, pfidan lithno-citratovy pufr v mnozstvi 7 ml a cely postup byl opa-
kovén. Postup byl opakovan jesté jednou po opétovném piidavku 7 ml lithno-citratového
pufru. Odmérna baiika byla doplnéna po rysku lithno-citratovym pufrem. Vzorky byly napi-
petovany do eppendorfovych zkumavek a nésledovalo odstfedéni pti 15000 ot./min po dobu
45 minut (odstfedivka MIKRO 200R, Hettich ZENTRIFUGEN, Germany, Tuttlingen). Poté

byl vzorek prefiltrovan pies stiikackovy filtr o velikosti port 0,45 pum.
Pouzité chemikalie pro extrakci:

e Kyselina citronova, p. a. LACHNER s.r.o. (Neratovice)
e Citronan lithny, p. a. ZMBD Chemik s.r.o.

e Chlorid lithny, p. a. ZMBD Chemik s.r.o.

e Hydroxid lithny, p. a. ZMBD Chemik s.r.0.

Postup derivatizace:

K 5 pl vzorku se ptidalo 35 pl boratového pufru (0,2M, pH 7,3) a AQC (1 mg/1 ml ACN)
pfi plisobeni teploty 55 °C po dobu 10 min. Vzorek byl zchlazen. Po zchlazeni se ptidalo

170 pl kyseliny mraven¢i 20mM a davkovalo se do systému.
Pouzité chemikalie pro derivatizaci:

e Boratovy pufr, MERCK s. 1. 0.
e AQC, WATREXs.r. 0.

Pro vlastni stanoveni byl pouZit vysoce uc¢inny kapalinovy chromatograf Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, USA. Analyticka kolona s pfedkolonou XBridge® BEH Plus C18 (3 x 10

mm, 2,5 um), Waters, Irsko.
Chemikalie pro HPLC

e Acetonitril CHROMASOLV® Plus

e Methanol CHROMASOLV® Plus

e Acetatovy pufr s 5 % ptidavkem acetonitrilu

e Milli-Q voda upravena piistrojem TheaquaMAX™ Ultra 370 Series
e Standardy FAA — Sigma-Aldrich

U kazdého vzorku byly provedeny tfi extrakce a z toho byl kazdy extrakt dvakrat analyzo-

van.
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4.6 Stanoveni obsahu biogennich amini

Pted samotnou analyzou vzorki byla provedena lyofilizace stejné jako u stanoveni obsahu
volnych aminokyselin a nasledné tfistupiiova extrakce a derivatizace. Z kazdého odebraného
vzorku v centrifugac¢ni zkumavce o objemu 50 ml bylo odpipetovano vzdy 5 ml vzorku do
kadinky a zfedéno stejnym mnozstvim kyseliny chloristé o koncentraci 1,2 mol/l. Do pfedem
pfipravenych popsanych derivatiza¢nich vialek o objemu 10 ml se odpipetovalo 100 pl vniti-
niho standardu 1,7-heptandiaminu, 1 ml zfedéného vzorku, 1,5 ml karbonatového pufru o
pH 11,1 — 11,2 a Cerstvé ptipraveny dansylchlorid o koncentraci 5 g/l, ktery byl zfedén ace-
tonem. Po 24 hodinach, kdy probihalo tfepani smési v temnu, se piidalo 200 pl prolinu a
probihalo tfepani jesté 1 hodinu. Po pfidavku 3 ml heptanu se protfepavalo 3 minuty ru¢né.
Pak se z horni vrstvy vzorku odebral 1 ml s obsazenymi derivaty biogenni amind. Nasledo-
valo odpateni heptanu inertnim dusikem pfi 60 °C a odparek se zfedil acetonitrilem (1,5 ml).
Samotné stanoveni ptipravenych vzorkl prob&hlo pomoci vysokoucinného kapalinového
chromatografu Dionex HPLC UltiMate 3000, Némecko. Analytické kolona s ptedkolonou
ZORBAC RRHD Eclipse Plus C18, Agilent Technologies, USA.

Pouzité chemikalie:
e Acetonitril CHROMASOLV® Plus
e Milli-Q voda upravena ptistrojem TheaquaMAXTM Ultra 370 Series
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Mikrobiologicky rozbor

Pted tepelnym oSetienim i po ném bylo mléko urcené pro vyrobu syrit podrobeno mikrobi-
ologickému rozboru z divodu pozadavku vysoké mikrobiologické kvality. U vyslednych
syri byly stanoveny nasledujici skupiny mikroorganizmii: celkovy pocet mikroorganizmii,
koliformni bakterie, enterokoky, bakterie mlééného kvaseni a mezofilni laktokoky a strep-

tokoky.

Mikroorganizmy v SarZi kontrolniho syra (K) jsou zobrazeny na Obrazku 10. V grafu lze
vidét, ze celkovy pocet mikroorganizmii byl prvni den nejnizsi a dosahoval hodnot 4,68
KTlJ/g, ale ve 14 dnu zrani vzrostl az na 6,92 log KTJ/g. S postupem zrani celkovy pocet
mikroorganizmi klesal a dostal se az na vyslednou hodnotu 5,28 log KTJ/g v 3. mésici zrani.
Pocet mlé¢nych kokl s dobou zrani klesal ze 7,34 log KTJ/g na 5,79 log KTJ/g, ale pocet
laktobacilt od 1. dne zrani vzrustal z 2,26 log KTJ/g na 6,81 KTJ/g.
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Obrazek 10. Graf pro stanoveni mikroorganizmu v kontrolni Sarzi (K)

Vyvoj mikroorganizmu v Sarzi P s producentem biogennich aminti je zobrazena na Obrazku
11. V grafu mizeme vidét, Zze celkovy poCet mikroorganizmti byl ve 14. dnu zréni nejvyssi

a dosahoval hodnot 5,99 log KTJ/g a s dobou zrani jejich pocet klesal na hodnotu 5,26 log
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KTJ/g. Pocet mlécnych koki ve 14. dnu zrani mirn€ vzrostl na hodnotu 6,09 log KTJ/g, ale
s dobou zréni zacal klesat na hodnotu 4,29 log KTJ/g. Laktobacily od 1. dne zrani vzristaly
z hodnoty 3,48 log KTJ/gna 6,41 log KTJ/g
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Obrazek 11. Graf pro stanoveni MO v Sarzi s producentem biogennich aminti (P)

V Obrazku 12. je zobrazen vyvoj mikroorganizmi SarZe D1 s potencidlnimi degradérem bi-
ogennich amind. V grafu je mozné vidét, Ze celkovy pocet mikroorganizmi opét ve 14. dnu
zrani vzrostl na hodnotu 6,41 log KTJ/g a s dobou zrani pocet klesal na 5,98 log KTJ/g.
Miécné koky ve 14. dnu a 1. mésici dni zrani vzrostly na hodnoty 6,40-6,46 log KTJ/g a od
této doby zacal jejich pocet klesat na hodnotu 5,34 log KTJ/g. Pocet laktobacilti od 1. dne
zrani vrustal a dosahl hodnoty 6,92 log KTJ/g. Enterobakterie mohou ukazovat na kontami-
naci ¢i fekalni zneciSténi. Ve 14. dnu zrani byl jejich pocet vyssi nez 1. den zrani a dostal se
az na hodnotu 4,86 log KTJ/g, ale od 14. dne zrani jejich pocet poklesl. V 3. mésici zrani byl
jejich pocet 3,53 log KTl/g.
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Obrézek 12. Graf pro stanoveni MO v Sarzi s kulturou degradujici biogenni aminy (D1)

Na obrazku 13. je ukazan vyvoj poctu sledovanych mikroorganizmt v Sarzi syrt s druhym
potencidlnim degradérem biogennich aminti (Sarze D2). V grafu mizeme vidét, Ze na rozdil
od ostatnich Sarzi syri, kde celkovy pocet mikroorganizmu klesal, zde naopak jejich pocet
vzrostl aZ na hodnotu 7,00 log KTJ/g. Pocet mlé¢nych kokl ve 14. dnu zréni vzrostl na
hodnotu 6,38 log KTJ/g a s dobou zrani jejich pocet jako u ostatnich Sarzi klesl na hodnotu
4,89 log KTJ/g. Pocty laktobacili opet s dobou zrani vzristaly. Jejich pocet na konci zrani
byl 6,93 log KTJ/g. Z divodu pouzitého kmene z rodu Pseudomonas byl u této Sarze rovnéz
sledovéan pocet G- nefermentujicich tyc¢inek, ktery vzristal do 1. mésice na hodnotu 5,56 log

KTJ/g zrani a od této doby se jejich rist snizil na hodnotu 3,86 log KTJ/g.
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Obrazek 13. Graf pro stanoveni MO v SarzZi degradujici biogenni aminy (D2)

5.2 Zakladni chemicka analyza

5.2.1 Stanoveni pH

V pribéhu zrani 84 dnii se sledoval vyvoj pH, vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 14.
Z grafu je jasné viditelné, ze u Sarze K a u Sarze D1 pH v dobé zrani nartstalo a u Sarze P a
D2 pH klesalo. Sarze K dosahovala nejvysiiho pH ve 14. dnu zrani kdy bylo na hodnot&
5,26. 28. den zrani poté pH pokleslo na 5,18 a od této doby pH opét stoupalo. U Sarze P pH
klesalo z hodnoty pH 5,1 a k navySeni doSlo pouze 56. den zrani, kdy bylo dosaZzeno hodnoty
pH 4,99. Sarze DI navysovala svoje pH v priibéhu zrani, kdy nejvyssi hodnoty bylo dosa-
zeno 28. den zréani 5,16. Od tohoto dne pH v pribéhu zrani mirné€ pokleslo na hodnotu 5,06.
Sarze D2 prodélala ve 14. dnu zrani vyrazné snizeni hodnoty pH z 5, 12 na pH 4,98. 28. den
zrani hodnota pH opét vzrostla na hodnotu 5,09 a od tohoto dne pH klesalo az k hodnoté

4,98. Zmény vyvoje pH mohou byt zplisobeny intenzitou zrani v matrici syru.
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Obrézek 14. Graf zavislosti priibéhu zmén pH na dobé zrani

5.2.2 Stanoveni obsahu suSiny

Vysledky stanoveni obsah susiny v priab&hu zrani 84 dni jsou zndzornény na Obrazku 15. Z
grafu je zfejmé, ze obsah suSiny v pribéhu zrani narlstal hlavné u Sarze K a D2. Ze vSech
vyrobenych SarZi byl stanoven nejnizsi obsah suSiny u kontrolni Sarze (K) s vyjimkou 14.
den, z divodu zhorSené standardizace mléEného tuku pted pasteraci mléka. Z 51,6 % obsahu
suSiny v 1. dnu zrani, vzrostla susina u této Sarze na hodnotu 52,9 % suSiny. Ve 14. dnu zrani
jsou hodnoty vSech Sarzi vyssi (cca 54 % obsahu suSiny). Toto rozdilné stanoveni mizeme
pravdépodobné prisoudit chybnému méteni. Od 28. dne zrani je vidét u Sarze P, D1 a D2
obsah suSiny v rozmezi od 54,3 % az 54,4 % a Ze kleséa s dobrou zrani. Od tohoto dne bylo
u Sarze K zaznamenano opétovné zvyseni suSiny z 51,9 % na 53 % obsahu susiny. TotéZ se
stalo 1 u Sarze D2. Nejvyssiho obsahu suSiny témér 55 % dosahuje Sarze syru D2 v 56. a 84.

dnu zrani.
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Obrazek 15. Graf zavislosti zmény obsahu suSiny na dob¢ zrani syra

5.2.3 Stanoveni obsahu soli

Od 1. dne zrani byl v modelovych vzorcich syrii analyzovan obsah soli. Vysledky jsou vy-
neseny na Obrazku 16. Z grafu je patrné, Ze 14. den zrani obsah soli postupné vzriistal. Ob-
sah soli zde byl v rozmezi od 1,1 % - 1,9 %, pficemZ nejnizsi obsah soli byl pozorovan u
Sarze K a nejvyssi obsah soli méla Sarze D2. Ve 28. dnu zréni doslo k poklesu obsahu soli u
vSech SarZzi syra a stil se pohybovala v rozmezi od 1,0 — 1,3 %. Obsah soli se od 28. dne drZel
témet ve stalych hodnotach. K naristu obsahu soli doSlo u Sarze P 56. den zrani z hodnoty
1,3 % na 1,4 %. 84. den zrani klesl obsah soli u této Sarze na 1,0 %. 84. den zrani doslo

k mirnému navySeni obsahu soli u Sarze K, D1 a D2.
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Obrazek 16. Graf zavislosti obsahu soli na dobé zrani

5.2.4 Stanoveni obsahu tuku v suSiné

V pribéhu zrani vzorkl syrii se provadéla analyza obsahu tuku v susiné po dobu 84 dni.
Vysledky jsou znazornény na Obrazku 17. Z grafu je patrné, Ze obsah tuku v susing postupné
klesal s dobou zrani. V 1. dnu zrni byl obsah tuku v suSiné v rozmezi od 35,8 (Sarze K) —
48,3 % (Sarze D2). Obsah tuku v susiné Sarze K byl po dobu zréni v rozsahu od 35,8 — 28,9
%, kdy nejniz8i hodnota byla namétena ve 14. dnu zrani z diivodu $patné standardizace tuku
v mléce pted pasteraci. U Sarze P ve 28. dni zrani doslo k poklesu obsahu tuku v susin€ na

42,6 %, ale 56. den zrani se obsah tuku v susin¢ opét navysil. U Sarze D1 a D2 se stalo totéz.
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Obrazek 17. Graf zavislosti zmény obsahu tuku v susiné na dob¢ zrani syra

5.3 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Celkovy obsah volnych aminokyselin se stanovil pro posouzeni intenzity zrani. V pribéhu
zrani a skladovani se o¢ekavalo zvySujici se mnoZstvi, protoZze aminokyseliny jsou konec-
nymi produkty proteolyzy. Kazda SarZze modelového syra méla odliSny obsah susiny, a proto
se vysledky vztahovaly na tukuprostou suSinu. Jejich celkovy obsah je znazornén na Ob-
razku 18. Z grafu je jasné viditelné, Ze obsah volnych aminokyselin v dob€ zrani nartstal u
vSech Sarzi syrt. V prvnim dnu zrani byl obsah volnych aminokyselin v rozsahu od 3,8 (D1)
do 4,9 g/kg (D2) vzorku syra. Rychlost naristani obsahu volnych aminokyselin, zaviselo
také na intenzité uvoliiovani aminokyselin z proteinové matrice syru. U Sarze K naristal
obsah volnych aminokyselin do 56. dnu zrani, kde bylo dosazeno hodnoty 31,7 g/kg a od
této doby obsah volnych aminokyselin poklesl na hodnotu 26 g/kg. TotéZ bylo zaznamenano
1 v ptipad¢ Sarze D2, ale obsah volnych aminokyselin byl zde ve vysSich hodnotach (41,4
g/kg). U Sarze P v 56. dnu zrani poklesl obsah volnych aminokyselin z hodnoty 44,9 g/kg na
39,5 g/kg. U Sarze D2 obsah volnych aminokyselin naristal po celou dobu zrani a dosahlo
se hodnoty 31,5 g/kg. Ze vsech Sarzi syra byl obsah volnych aminokyselin nejvyssi u Sarze

P a v 84. dnu zrani bylo dosazeno hodnoty 53,3 g/kg.
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Obrazek 18. Graf zavislosti zmény obsahu volnych aminokyselin na dob¢ zrani

5.4 Stanoveni obsahu biogennich aminii

Béhem 84. dennich zrani byl sledovan obsah biogennich aminti. Volné aminokyseliny jsou
prekurzory pro vznik BA.. Stanoveni obsahu biogennich amind je zobrazeno na Obrazku 19.
V grafu miizeme vidét, ze obsah biogennich aminti z&visi na obsahu volnych aminokyselin.
(Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. diacetylis). Mnozstvi BA v dobé& zrani se pohybovalo od 2,4 mg/kg (1. den zrani) do
31,3 mg/kg (84. dne zréani). Dalsi v produkci BA byla Sarze D1, kde byla pouZita smetanova
kultura spolu s producentem a degradérem (Lactoccocus lactis subsp. cremoris CCDM 946
+ Citrobacter freundii KS 32) biogennich amini. Obsah BA v dob¢ zrani se pohyboval
v hodnotéach od 6 mg/kg (1. den zrani) do 157 mg/kg (84. den zrani). Nasledovala Sarze D2,
ve které byla pouzita smetanova kultura spolu s producentem a degradérem (Lactoccocus
lactis subsp. cremoris CCDM 946 + Pseudomonas fragi KS 43) biogennich aminti. Obsah
BA se zde pohyboval v rozmezi od 6,9 mg/kg (1. den zrani) do 178,3 mg/kg (84. den zrani).
Nejvyssi obsah BA v dob¢ zrani méa Sarze P, ve které byla pouzita smetanova kultura spolu

s producentem (Lactoccocus lactis subsp. cermoris CCDM 946) biogennich aminii. Obsah
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biogennich amintl se v této Sarzi pohyboval v rozmezi od 6 mg/kg (1. den zrani) do 196,2
mg/kg (84. den zrani). U $arZe P byl produkovan hlavné tyramin. Sarze P, D1 a D2 zadaly
od 28. a 56. dne zrani pfevySovat bezpecny limit. Ze vSech pouzitych kultur byla nejvhod-

n¢j$i smetanova kultura, protoze nevykazovala tak vysokou produkci BA.
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Obrazek 19. Graf zavislosti zmény obsahu biogennich amintli na dob¢ zrani

5.5 Texturni profilova analyza

V pribéhu 84 denniho zrani se u modelovych vzorkl syrii provadéla analyza texturnich
vlastnosti. Vysledky tvrdosti vyjadiené jako maximalni sila (N) pouzita pro stlaeni vzorku
0 25 % ptvodni vysky je znazornéna na Obrazku 20. V grafu lze pozorovat, ze 1. den zrani
byla tvrdost syrti u vSech Sarzi srovnatelna a dosahovala 73 N. Z grafu je téz patrné, ze tvr-
dost analyzovanych vzorki, klesala s dobou zrani z diivodu proteolyzy. Tvrdost syri byla
také zavisla na obsahu soli a obsahu suSiny. Vyraznéjsi pokles byl zaznamenén u vzorkda P,
kde hodnoty od 14. dne klesaly na hodnotu ze 41 N na 38 N., Dale u SarZze D1 se zaznamenal
nejvyrazné€jsi pokles tvrdosti a bylo to z hodnoty 33 N na 30 N. U Sarze D2, byla tvrdost
vyssi nez P a D1 a taky hodnoty klesaly s dobou zrani ze 42 N na 33 N. Jednoznacné nej-
vyssich hodnot, dosahovala tvrdost vzorku K 14. den po vyrobé¢ (79 N). S dobou zrani do-

chazelo k poklesu tvrdosti syra u vSech Sarzi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

90 1
80
70
60 m1.den
z 50
3 B 14. den
T 40
> B 28. den
30
B 56. den
20
84. den
10 -
0
K P D1 D2
Sarze syrd

Obrazek 20. Graf zobrazujici tvrdost syra na dobé¢ zrani

Soudrznost (kohezivost) byla dal§im parametrem, ktery byl v pribé¢hu 84 denniho skladova-
ciho experimentu sledovéan. Lze ji také vyjadiit jako konzistenci, ktera nam udava pevnost
vnitinich vazeb v potraviné. Je vyjadiena jako pomér plochy pikti A2/A1.Vysledky jsou
znazornény na Obrazku 21. Nejvyssi soudrznost byla v 1. dnu zrani a pohybovala se v roz-
mezi od 0,81 — 0,82, kde nejvyssi byla u Sarze D1. Od 14. dnu zréni doslo k vyraznému
poklesu vSech Sarzi kromé SarZe K, kterd prodélala nejmensi zménu a poklesla pouze na
hodnotu 0,81. Ostatni Sarze poklesly az na hodnotu 0,78 (Sarze P). Po 28 dnech zrani se
soudrznost syrt opét postupné navySovala. U Sarze P a D2 byla soudrznost nejvyssi 56. a
84. den zrani. U Sarze D1 soudrznost od 28. dne zrani byla v rozmezi od 0,78 — 0,79 a Sarze

D2 0,80.
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Obrazek 21. Graf soudrznosti syra na dobé zrani

5.6 Souhrnna diskuze

Béhem 84. denniho zrani syrti holandského typu se provadely chemické analyzy, texturni
profilové analyza, stanoveni volnych aminokyselin a mikrobiologickd analyza. VSechny
SarZe vyrobenych syrt zraly ve zraci komote pii 10 + 2 °C. Pfi provadéni chemické a texturni
analyzy bylo vizualné zpozorovéno, Ze v pribéhu zrani (od 14. dne) zacaly Sarze syrt D1 a
D2 na povrchu mazovatét a byly lepivéjsi, coz Ize pfisoudit aktivité zdmérné inokulovanych
kmeni rodt Citrobacter a Pseudomonas. Tyto druhy mikroorganizmii se vyskytuji v mléce
a v mlécnych vyrobcich, kde mohou byt jako zdroj kontaminace. Do mléka pro vyrobu mo-

delovych Sarzi ale byly pfidany zdmérné jako potencialni degradéry biogennich amind.

Z mikrobiologické analyzy bylo zjisténo, Ze u Sarzi K, P a DI celkovy pocet mikroorga-
nizml dosahoval nejvysSich hodnot vzdy 14. den zrani a od této doby pocty zacaly klesat.
S vyjimkou Sarze D2, kde pocet od za¢atku zrani nartstal z divodu toho, Ze 1 G- nefermen-
tujici tyCinky na za¢atku zrani nartstaly. S rostouci dobou zrani dochazi ke snizovani star-
terovych mikroorganizmu, coz je v souladu s tvrzenim Foxe et al. [23]. Pti pH ptesahujici
hodnotu 5,0, ktera je optimalni pro rst a pomnozeni rodu Lactococcus si mizeme vSimnout,

Ze jsou narusty pfi téchto hodnotach vyssi. Laktobacily patii mezi bakterie mlécného kvaSeni
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(NSLAB) a v pribéhu zrani ve vSech Sarzich nartstaly a pohybovaly se v hodnotach < 7,00
log KTJ/g. ZvySovani jejich poctu byva rychlé na poc¢atkt zrani a zavisi i na teplotnich pod-
minkach, ve kterych syry zraji [36]. Koliformni bakterie byly stanoveny plotnovou metodou
na Endov¢ agaru. Jejich pocet se snizoval v pribéhu zraci doby a poklesly na hodnotu 3,53
log KTJ/g. Koliformni bakterie jsou mezofilni bakterie, pficemz jejich optimalni teplota je
37 °C, proto se jejich pocet v prubéhu zrani snizoval [42]. U Sarze D2 byl zaznamenan v prii-
behu zrani pokles G- nefermentujicich ty¢inek pravdépodobné z diivodu pfilis kyselého pro-

sttedi. Miniméalni pH pro rist Pseudomonas fragi je 5,0 az 5,3 [42].

Ze zakladni chemické analyzy bylo zjisténo, ze pH v riznych Sarzich v zavislosti na dob¢
zrani znac¢né kolisalo. Nizké hodnoty pH na pocatku zrani byly zplsobeny fermentaci
laktozy a produkei kyseliny mlé€né startérovymi BMK [36]. U SarZe K bylo zaznamenano,
ze pH v dob¢ zrani nartstalo, stejné jako u Sarze D1, protoze zde mohlo dojit k tvorbé latek
zasadité povahy pfi proteolyze [36]. U Sarze K byl od 28. den zrani zaznamenan mirny po-
kles pH a poté opétovny narist, ale u Sarze D1 od 28. den zrani pH v dobé¢ zrani stale klesalo.

U SarZe P, pH mirn€ vzrostlo 56. den zrani a D2 to bylo zaznamenéno 28. den zrani.

Obsah suSiny v pribéhu zrani nartstal u vSech vyrobenych SarZi, za pouZziti rozdilnych kultur
a je to popsano i ostatnimi autory [23, 36]. Nartist mohl byt zptisobeny i polopropustnosti
kryovakové folie, ve které byly syry zabaleny a mohlo tak dochazet k odpafovani vody a tim

v

v susiné a 1 niz§imu obsahu soli na rozdil od ostatnich SarZzi.

Zvysena koncentrace NaCl 14. den zrani miZe byt pfisouzena tomu, Ze stil prostupovala od
povrchu ke stfedu syra a koncentrovala se v povrchoveé vrstvé v tzv. solném prstenci. Béhem
soleni vSak zacala siil pronikat hloubéji do tzv. solného pdsma. Stejnomerné prosoleni syrii
nastava az v pruabehu zrani [39, 43]. Zastoupeni NaCl nebylo v tomto méfeni rovnoméerné
v celém bloku syra. Vysledny obsah soli, se tak mohl projevit na obsahu suSiny. Pfi vysSich
hodnotach soli byl zpozorovén i vyssi obsah suSiny. V dasledku postupného snizovani soli,

doslo ke snizeni celkové tvrdosti syra.

Obsah tuku v susiné se v 1. den zrani u Sarzi P, D1 a D2 drZel v pfiblizné€ stejnych hodnotach
okolo 45-48 %. Sarze K byla s obsahem tuku v suiné v porovnani s témito $arzemi pod-
statn¢ niZz8i a dosahovala pouze 35,8 % z diivodu $patné standardizace mléka pied pasteraci.
SniZzovani obsahu tuku v suSiné¢ mohlo byt zptisobeno rostouci hodnotou pH [41], nebo také

b&hem zpracovani syfeniny, kdy ¢ast tuku odchazi spolu se syrovatkou [44].
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Tvrdost syra v prub¢hu zrani poklesla u vSech Sarzi, coz mohlo byt zptisobeno napt. rovno-
mérnym zastoupenim obsahu soli, ale také i1 zvySenou proteolyzou, kterd zpiisobi slabnuti
proteinové matrice. Proteolyza v prib¢hu zrani ma vyznamny dopad na texturni vlastnosti
syra. Tukové kulicky, které jsou zadrZzeny v proteinové matrici, mohou také ovlivnit vysled-
nou tvrdost. Se zvysSujicim se obsahem tuku, tvrdost syrt klesa [39]. Snizujici se tvrdost syril
béhem zrani je popsdna i v literatute [40, 41]. Vzrist tvrdosti syra u Sarze K ve 14. dnu zrani,
experimentu byly rovnéz ovlivnény zhorSenou standardizaci obsahu tuku mléka pied paste-

raci.

Pti stanoveni obsahu FAA bylo o¢ekavano jejich zvysujici se mnozstvi, protoze jsou konec-
nym produktem proteolyzy [16, 23]. Vysledky obsahu volnych aminokyselin se mohou vzta-
hovat 1 na tukuprostou susSinu [41]. Na Obrazku 18. je zndzornén zvySujici se trend obsahu
FAA s dobou zrani. Zvysujici se obsah FAA muze byt zplsoben i u syr s niz§im obsahem
tuku v susing [41], z divodu zvySené proteolyzy diky vysSimu obsahu proteinli. Nejvyssi
obsah FAA byl zaznamenén u Sarze P, kde byl ale také zaznamenan pokles v 56. dnu zrani.
subsp. cremoris CCDM 946. Obsah FAA se mohl navysit i zménou pH, které se miize zvy-
Sovat v dasledku produkce latek zasadité povahy prostfednictvim proteolyzy a néaslednych
produkt [36, 43]. K poklesu FAA v 84. dnu zrani doSlo také u Sarze K a D1. Mohlo to byt
pfi vy$$im obsahu tuku v susiné, coZ je v souladu s literaturou [45]. U SarZe D2 byl pozoro-

van po celou dobu zréni nartist FAA bez poklesu.

V organizmu jsou pro nas biogenni aminy dtilezité, protoze jsou v nizkych mnozstvich
organizmem zmetabolizovany a ovliviluji procesy jako je napf. regulace télesné teploty a
krevniho tlaku [11], ale pfi vy$Sich davkach mohou zpiisobovat zdravotni rizika a pisobit
toxicky [3,4]. Produkce biogennich aminl je zplisobena grampozitivnimi 1 gramnegativnimi
bakteriemi a kvasinkami. Mezi BMK, které produkuji BA, patii napt. kmeny z roda Lacto-
coccus, Lactobacillus, Enterococcus, atd. Mezi obvyklé producenty biogennich amint, patii
také gramnegativni bakterie z Celedi Enterobacteriaceae nebo Pseudomonas spp. Na vznik
BA maji vliv pfitomné aminokyseliny a mikroorganizmy s dekarboxylazovou aktivitou,
které¢ maji vhodné podminky pro rtist a rozmnozovani [3, 11, 12]. Snizovani obsahu BA Ize
zajistit pii pouziti vysokého tlaku, pouzitim kultury, kterd degraduje biogenni aminy, ozafo-

vanim, pouzitim modifikované atmosféry, nebo ptidavkem aditiv. Také ale lze pouzit enzym
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aminooxidazu, ktery napomaha degradovat BA nebo pouzit bakterie, které tento enzym pro-

dukuji a pati mezi né napt. Lactobacillus, Bacillus, Micrococcus atd. [25].

Snahou bakalatské prace bylo posoudit moznost snizeni obsahu BA v syrech, za pouziti roz-
dilnych kultur. Pfi vyrobé syrt byla pouzita kultura jak s producentem tak i degradérem bi-
ogennich aminti. U Sarze K byla pouzita pouze smetanova kultura (Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylis) a obsah bi-
hodnota dosahovala 31,3 mg/kg syru, pfi¢emz tyto hodnoty nejsou rizikové pro konzumenta.
Nejvyssiho obsahu dosahovala Sarze P, kde byla pouzita kultura s producentem biogennich
amint (Lactoccocus lactis subsp. cermoris CCDM 946). U sarze P bylo predpokladano, ze
obsah BA bude vysoky, protoze byl pouzit dekarboxylaza pozitivni kmen. Sarze dosahovala
v 84. dnu zrani 196,2 mg/kg BA, coz je témét dvojnasobek mnozstvi, které je spojovano
s bezpecnosti potravin. Dle ten Brink je jiz 100 mg/kg biogennich amind povazovéno jako
rizikové [46]. Toto mnozstvi piekracovala Sarze P uz 28. den zrani a Sarze D1 a D2 56. den
zrani. Pti pouziti mikroorganizm (Sarze D1 a D2), které degraduji biogenni aminy, se obsah
vyrazn€ nesnizil, ale obsah byl niz$i, nez u Sarze P. U Sarze D1 bylo zaznamenano, Ze ma
niz§i obsah biogennich aminti nez D2. V 84. dnu zrani byl obsah u D1 nizsi cca o 21 mg/kg
syru. Degradér Citrobacter freundii KS 32 (Sarze D1) tudiz vykazoval vyssi schopnost snizit

obsah BA nez degradér Pseudomonas fragi KS 43 (Sarze D2).

Prestoze D1 a D2 vykazovaly od 56. dne zrani potencialné rizikové koncentrace biogennich
amint (nad 100 mg/kg), tak u nich byla po celou dobu skladovéni stanovena nizsi koncentrace
BA v porovnani s Sarzi P. Pfi dal$im testovani mikroorganizm a faktort pro snizovani BA v pfi-
rodnich syrech, lze v budoucnu navazat na vysledky prace dal§im vyzkumem, ktery mize mit
pozitivni dopad ve sniZzeni BA v ptirodnich syrech na takové mnozstvi, které nebudou mit nega-

tivni vliv pro konzumenta.
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ZAVER
Bakalatska prace byla zamétena na moznosti snizeni obsahu biogennich aminti v pfirodnim

syru holandského typu v prubéhu 84. dni zrani. V teoretické Casti byly popsany jednotlivé

procesy prubéhu zrani syru.

Prakticka ¢ast bakalaiské prace byla zamétena na vyrobu modelovych vzorkl syra za pouziti
riznych mikroorganizmi, které mély produkovat nebo degradovat biogenni aminy. V pru-
behu tiimesi¢niho zrani byly odebirany vzorky pro provedeni jednotlivych analyz: mikrobi-
ologicky rozbor, zékladni chemicka analyza (obsah susiny, obsah tuku v sus$ing, stanoveni
pH, obsah soli), texturni profilova analyza, stanoveni volnych aminokyselin a biogennich
amint.

Z provedeného experimentu byly zjistény vysledky:

e hodnoty pH m¢ély rozdilné trendy pro rizné Sarze na zaklad¢ pouzitych mikroorga-
nizmu

e celkovy pocet mikroorganizmi klesal s dobou zrani s vyjimkou Sarze D2

e mlécné koky vykazovaly na zacatku zrani mirny nérGst a nasledné jejich pocet uby-
val v dobé zrani u vSech Sarzi
k nartistu u vSech Sarzi

e nezddouci mikroorganizmy (enterobakterie) byly pfitomny v nizkych poctech a
v pribehu zrani jejich mnozstvi klesalo

e obsah soli na pocatku zrani nariistal a béhem zrani se uz nijak vyznamné nelisil

e tvrdost syrt byla na poc¢éatku zrani vyrovnana a v dobé zrani klesala, pfi¢emz inten-
zivnéjsi pokles tvrdosti byl pozorovéan u Sarzi P, D1 a D2

e soudrznost syrti byla na pocatku zrani téméf vyrovnana a v dob& zrani se jejich
soudrznost navySovala

e obsah volnych aminokyselin v dob€ zrani narustal a nejvyssi hodnoty byly zazname-
nany u Sarze syru s producentem biogennich amint (Sarze P)

e mnozstvi biogennich amini mélo u vSech Sarzi zvySujici se charakter a krom¢ Sarze

K ptesahovaly doporu¢ené mnozstvi témét az dvojnasobné
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e v Sarzi P s producentem biogennich amini se potvrdily vysoké obsahy BA v prubéhu
skladovaciho experimentu, syry s takto vysokymi koncentracemi BA by mohly zpt-
sobit zdravotni rizika pro konzumenta

e pfestoze v Sarzich D1 a D2 (s degradéry BA) bylo mnozZstvi biogennich amint vy-
soké, tak v porovnani s modelovymi syry ze Sarze P (s producentem BA) byly stano-
veny nizsi hodnoty BA, v dalSich studiich je tedy mozné navézat na vysledky této

prace v hledani moznosti snizeni obsahu biogennich amint ve zrajicich syrech
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PRILOHA I. OBECNE SCHEMA VYROBY SYRU S
NiZKODOHRIVANOU SYRENINOU

Syrové mléko

v

Pasterace 72-74 °C, 15-20 s
v

Standardizace

A 4

Vychlazeni 8-10 °C

v

Piedezrani do 2. dne

A

»]
a4

Mezofilni kultura 0,05-0,1 %

CaCl, (0,01-0,02 %)
KNO; (0,01 %)

Uprava na teplotu syfeni 30-33 °C

»la

L Dl

Syfidlo

Mezofilni kultura 0,05-0,1 %

s
Syteni 30-40 minut

Krajeni 15 minut

v

Odpousténi syrovatky 20-30 %

Kultura Lactobacillus

casei 0,01-0,02 %

Syrovéatka

v

Ptidavek praci vody;
50-80 % odpousténé
syrovatky; 45-80°C

Michani 15-30 minut
nl

1
Dohfivani 5-15 minut

v

Dosouseni 30-70 minut, 35-45 °C

v
Vypousténi, do 15 minut

v

A 4

Syrovatka s praci vodou

Predlisovani 25-30 minut, 0,005-0,05 MPa

v

Lisovani 25-30 minut, do 0,04 MPa

v

Soleni v solné 14zni a odkapani

v

Zrani 10-14 °C, min. 6 tydnl




