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ABSTRAKT

Cilem prace bylo sledovat soucasny vliv dekarboxyldza-pozitivniho kmene Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 946 a degradujicich kment mikroorganisma na obsah bio-
gennich aminti v modelovych vzorcich pfirodnich syra v prubéhu 84 dni zrani. Ke zkou-
mani degradace biogennich amind byl zvolen kmen Lactobacillus casei CCDM 422,
Lactobacillus plantarum CCDM 187, Lactobacillus plantarum CCDM 198 a Lactobacillus
casei CCDM 198. U modelovych vzorkil byl v pribéhu zrani sledovan vyvoj mikroorga-
nismu pomoci kultivaéniho vysetfeni, dale byla provadéna chemickd a texturni analyza.
Béhem experimentu byly u modelovych vzorka zjistény vysoké koncentrace biogennich
aminl, ¢emuz pravdépodobné piispely i non-startérové mikroorganismy. Lactobacillus
casei CCDM 198 byl prokéazan jako nejucinnéjsi kmen pro vyrazné sniZzeni obsahu hista-

minu, putrescinu, kadaverinu a fenylethylaminu.

Klicova slova: protektivni kultura, biogenni aminy, syry holandského typu

ABSTRACT

The aim of the study was to observe the current effect of decarboxylase-positive strain
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 and degrading strains of microorganisms to
content of biogenic amines in model samples during 84 days ripening. The strain Lactoba-
cillus casei CCDM 422, Lactobacillus plantarum CCDM 187, Lactobacillus plantarum
CCDM 198 and Lactobacillus casei CCDM 198 was chosen to examine biogenic amines
degradation. Microflora of cheese, textural analysis and chemical analysis was observed
during ripening. High concentrations of biogenic amines were found in the model samples,
which non-starter microorganisms probably contributed to. The results show that the Lac-
tobacillus casei CCDM 198 is the most potent strain to significantly reduce histamine, pu-

trescine, cadaverine, and phenylethylamine.

Keywords: protective culture, biogenic amines, Dutch-type cheeses
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UvVOD

Syry patfi mezi mlééné vyrobky, které svou kone¢nou podobu ziskavaji hlavné diky ¢in-
nosti bakterii a diky bohatému komplexu reakci, které probihaji v pribéhu zrani. Jednou
ze zakladnich chemickych reakei je proteolyza, kdy dochazi k rozkladu bilkovin na mensi
peptidy, dipeptidy az na aminokyseliny. Aminokyseliny a produkty jejich degradace jsou
zodpovédné za tvorbu chuti a viin€ a jejich obsah se v pribéhu zrani syrt stale zvysuje.
Predstavuji vSak také prekurzory pro vznik biogennich amind, které vznikaji piisobenim
enzymu dekarboxyldz. Tyto enzymy se v potraviné bud’ piirozené nachézeji, nebo jsou

produkované mikroorganismy.

Biogenni aminy jsou latky, které jsou béznou soucésti lidského organismu a podileji se
na mnoha fyziologickych procesech. Jsou to vSak také slouceniny, které ve vysokych kon-
centracich mohou pisobit toxicky. V organismu se biogenni aminy pfirozené nachazeji
jako lokélni hormony a ovliviiuji naptiklad sekreci zaludeénich §t'av, kontrakce hladkého
svalstva nebo se ucastni hojeni a regenerace tkdni. Vysoky obsah po pfijmu nadmérnych
koncentraci, mize vyvolat akutni otravu, ktera se projevuje vyradzkou, nevolnosti, zvrace-
nim, kieCemi, zadvratémi nebo horeCkami. V syrech se nejcastéji vyskytuji vysoké hladiny
tyraminu, které zptsobuji vysoky krevni tlak a bolesti hlavy. Aby biogenni aminy
v potravinach vznikly, je nutnd pfitomnosti mikroorganismi s dekarboxyla¢ni aktivitou,
dostupnost volnych aminokyselin a vhodné prostiedi pro riist bakterii. Syry tvoii idealni
prostiedi pro vznik biogennich amini, jelikoz vlivem proteolyzy obsahuji dostatek amino-
kyselin, obsahuji bakterie a také poskytuji dostatek zivin pro jejich rist. Z tohoto diivodu je

nutné hledat cesty ke snizeni obsahu biogennich aminti v syrech.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PRIRODNI SYRY

1.1 Historie vyroby syri

Syry patii mezi mlééné produkty, které jsou vyrabény jiz od pradavna a na celém svéte
existuje vice nez tisic riznych druht. Jiz v pravéku mohl ¢lovék prvni naznaky syru pozo-
rovat, jelikoz mléko, které mél snahu si skladovat, v pribé¢hu meénilo své vlastnosti a sraze-
lo se. S ptichodem neolitické revoluce a domestikace zvifat, si lidé mléko zacali skladovat
v kozenych vacich, které se vyrabély z Cerstvych zaludkl jehnat a pozd¢ji i telat. Pisobe-
nim enzymi, které se z zaludkl vyextrahovaly, doSlo ke sraZeni mléka na syr. Pozdé&ji za-
cali srazené mléko skladovat v otevienych nddobach vydlabanych ze dieva, vypalenych
z hliny ¢i odlitych z kovu. V otevienych nadobach bylo pozorovatelné, jak se starnutim
mléka tvofi srazenina a pak také, ze se cely proces srazeni da urychlit opatrnym michanim
(Selecky, 2013). JelikoZ se nepouzivalo syfidlo, byly tyto syry urcité velmi ostré a kyselé
(Ridgwayova, 1999). Proces odstranéni syrovatky se provadél pivodné stlacenim syieniny
v rukéch a pozdégji v zavésnych pytlich, ¢i lisovanim. Velky krok doptedu pii vyrobé syru
udélali Rimané, ktefi poprvé védomé zadali pouzivat syfidlo. To pravdépodobné ziskavali
ze ¢tvrtého Zaludku mladé kozy nebo jehnéte. Tehdy se syfidlo nazyvalo ,,coagulum®
a takovy syr predstavoval velmi cenéné a dilezité zbozi (Callec, 2002).

Ve starém Recku byl syr dokonce povazovan za magicky. Déaval silu muzim, ktefi tahli
do valky, byl také ob&tovan bohim a dokonce byl povazovan jako afrodiziakum (Iburg,
2004).

Nakonec se ¢loveék naucil syry solit a udit, aby prodlouzil jejich trvanlivost (Selecky,
2013). Vyrabét syry ve velkém umoznila v padesatych letech 19. stoleti pasterace, kterou
vynalezl francouzsky mikrobiolog Louis Pasteour. Mléko z riznych oblasti a riznych stad
se mohlo smichat, bylo mozné ziskat standardni vyrobek s delsi trvanlivosti a také vyro-

bek, ktery je zdravotn¢ nezdvadny (Ridgwayova, 1999).

1.2 Déleni prirodnich syri

Syrem se dle vyhlasky 397/2016 Sb. o pozadavcich na mléko a mlééné vyrobky, mrazené
krémy a jedlé tuky a oleje, rozumi mlécny vyrobek vyrobeny vysraZenim mlééné bilkoviny
z mléka pusobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagulac¢nich ¢inidel, oddélenim podilu

syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim.
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Syr je tedy bilkovinny koncentrat, ktery se vyrabi odstranénim vody ze srazeniny a podléha
chemickym a fyzikdlnim zménam, které jsou vyvolany pfitomnymi mikroorganismy. Od-
délenim syrovatky ze syfeniny se odstrani podstatnd ¢ast mlécného cukru, ve vod¢ roz-
pustnych vitamint a také rozpustné syrovatkové bilkoviny. V syfenin¢ se naopak koncen-
truji zékladni slozky suSiny mléka, tedy kasein, mlécny tuk, vitaminy rozpustné v tucich

a mineralni latky (Drdak, 1996).

Syry se daji rozdelit do dvou velkych skupin, na pfirodni syry a na tavené syry. Pfirodni
syry si poté mizeme rozdélit podle obsahu tuku v susing, podle konzistence a dle zplisobu
zrani. Jelikoz béhem zrani syr ztraci vodu a méni se jeho hmotnost, nelze obsah tuku

vztahnout k celkové hmotnosti syru, ale udava se jako obsah tuku v susin¢ (Iburg, 2004).
Déleni syrt dle obsahu tuku v susiné (t. v s.), (Iburg, 2004):

— Vysokotu¢ny syr, minimaln€ 60 % t. v s.
— Smetanovy syr, minimaln¢ 50 % t. v s.
— Plnotu¢ny syr, minimalng€ 45 % t. v s.

— Tuc¢ny syr, minimalné 40 %t. v s.

— Trictvrtecni syr, minimalné 30 % t. v s.
— Polotu¢ny syr, minimalné 20 % t. v s.

—  Ctvrteéni syr, minimalng 10 % t. v s.

— Netuény syr, méné nez 10 % t. v s.

Déleni syra dle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté¢ hmoté syru (Kadlec,

2012):

— Extra tvrdé, maximalné 47 % vody
—  Tvrdé, mezi 47,0 — 54,9 % vody
— Polotvrdé, mezi 55 — 61,9 % vody
— Polome¢kké, mezi 62 — 67 % vody
—  Mekké, vice nez 68 % vody
Déleni syrt dle zplisobu zrani (Kadlec, 2012):
— Nezrajici syry (Cerstvé tvarohové syry, smetanové syry, termizované syry, pafené
syry, bilé syry napt. Balkansky syr, Jadel apod.)
— Zrajici syry (syry zrajici pod mazem, syry s anaerobnim zranim v celé¢ hmot¢, které

se dale déli na syry s nizkodohtivanou a vysokodohtivanou syieninou)
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— Plisiiové syry (syry s plisni na povrchu, syry s plisni v téste)

Modelové vzorky v praktické ¢asti diplomové prace byly tvofeny syry eidamského typu,
které spadaji do syrd s nizkodohtivanou syfeninou. Jsou to syry pivodem z Holandska,
a proto se jim také tikéa syry holandského typu. Pti vyrobé téchto syrt se pouziva pro prani
a dohfivani syrového zrna teplot okolo 40 °C a délka zrani syrt pro dosazeni pozadova-

nych vlastnosti by méla byt minimaln¢ 2 mésice (Kadlec, 2012).

1.3 Technologie vyroby syru s nizkodohrivanou syfeninou

Syry s nizkodohtivanou syfeninou patii mezi zrajici syry a zrani probiha v celé hmot€ syru

bez piistupu kysliku.

1.3.1 Vybér mléka jako suroviny pro vyrobu syri

Pro vyrobu syri v mlékarenském primyslu je vhodné a nejcastéji pouzivané mléko krav-
ské, ov¢i a kozi. Pro produkci mléka, které se vyuziva pro vyrobu syru, se vSak chova da-
leko vice zvirat. Nejcastéji jsou to buvoli, jejichZ mléko obsahuje vice bilkovin nez mléko
kravské a vyrabi se z néj zndmy syr mozzarella di bufala. K produkci mléka se mohou vy-
uzivat 1 jakové, zebu, sobi ¢i velbloudi. (Calec, 2002). SloZeni a kvalita mléka je kromé
druhu zvifete, také zavisla na plemeni zvifete, na zdravotnim stavu, na potravé, a také
na obdobi dojeni. Mléko ziskané ke konci dojeni je bohatsi na tuky, nez mléko ziskané
na pocatku. Také je rozdil mezi mlékem rannim a veCernim, a také mezi mlékem letnim
a zimnim. MIéko letni obsahuje vice Zivin a také vice tuku, a proto se z n€j da vyrobit
1 lepsi syr. Toho vyuZivaji hlavné malovyrobci, ktefi museji brat v tvahu vSechny tyto fak-

tory (Ridgwayova, 1999).

At uz mléko pochazi z rtiznych zdrojii, vZdy musi byt uchovavano v dokonalé ¢istoté a po
nadojeni se musi okamzité zchladit. Dle natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES)
¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlastni hygienickd pravidla pro potraviny zivocisného pi-
vodu, se mléko po nadojeni musi okamzité zchladit na teplotu 8 °C nebo niZsi v ptipade
denniho svozu, nebo na teplotu 6 °C nebo nizsi, v ptipad¢, ze svoz mléka neni provadén

kazdy den.

Z mléka se dale odebira vzorek pro pfipadné stanoveni obsahu antibiotik a somatickych
bunc¢k k zajisténi nemocnych zvirat. Dale také ke stanoveni slozeni mléka, obsahu bakterii,

piidané vody (z diivodu falSovani mléka) a cizich pfimési (Johnson, 2011).
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1.3.2 Uprava mléka

Mezi zékladni operace upravy mléka pfed plnénim do vyrobniku syra patii filtrace,
k odstranéni nezadouciho materidlu (napt. seno, slama, hmyz) a déale standardizace mlé-
ka. K odstranéni spor Clostridium botulinum, které mohou zplsobovat pozdni dufeni syrt,

se pouziva baktofugace (Johson, 2011).

Jako tepelné oSetfeni se pro polotvrdé a tvrdé syry voli Setrna pasterace, tedy teplot
do 75 °C po dobu asi 20 sekund. Pti vysSich teplotach se jiz zvySuje denaturace sérovych
bilkovin, které se zadrzuji v syfeniné a zvysuje se tak i vazba vody. Také se zhorsi syftitel-
nost mléka (Snirc, 2015). V takto pasterovaném mléce mohou pieZivat pouze sporotvorné
mikroorganismy a nékteré termorezistentni druhy bakterii. Chut’ a vlastnosti mléka jsou

ovlivnény pouze minimalné (Kadlec, 2012).

Tepelné oSetiené mléko se prevede do vyrobniku syrii a zahfeje se na teplotu syfeni
(30 — 33°C), (Kadlec, 2012). Pak jsou ptidany zakysové kultury, syfidlo a dalsi aditiva
pro podpoteni syfeni. Mezi né€ patti chlorid vapenaty, ktery zvysSuje pevnost vzniklého gelu
ataké snizuje pfirozenou variabilitu v syfitelnosti (Snirc, 2015). Dale se muize piidavat
dusi¢nan draselny, ktery se pouziva z divodu zamezeni dufeni. Mohou se také piidavat
nektera barviva, napf. anatto nebo karoten. Pro vyrobu ochucenych syrti se mohou piidavat

dalsi sloZky, naptiklad koteni, zelenina ¢i ofechy (Kadlec, 2012).

1.3.3 Startérové kultury

Ukolem pocateéni startérové kultury je hlavné pfeménit substrat na metabolity, které
ovlivni vlastnosti vysledného produktu a také vyvolat rychlé okyseleni systému. Pouziti
znamé kultury umoziiuje fizeni fermentacniho procesu a zisk standardizovaného produktu.
Tyto kultury v poc¢atecnich fazich zrani ptevladaji a jsou schopny potlacit rist nezadoucich

mikroorganismu (Papademas, 2018).

Nejvice vyuzivané jsou bakterie mlé¢ného kvaSeni (LAB), jejichZ pouZiti pii vyrobé fer-
mentovanych potravin méa dlouho historii. Jejich hlavnim tkolem je fermentace laktozy,
dale ptispivaji k tvorbé textury, chuti a aroma kone¢ného produktu. Zajistuji také delsi
trvanlivost a jsou schopné potlacdit riist nezadoucich bakterii, napt. producentli biogennich
aminti (Donnelly, 2014). Nejvice vyuzivané LAB, jako startérové kultury jsou bakterie
rodu Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc a Enterococcus. Mezi mezo-

filni druhy patii naptiklad Lactococcus lactis a Leuconostoc spp., mezi termofilni napfi-
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klad Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbruecki spp. bulgaricus a Lactobacillus

helveticus (Papademas, 2018).

Lactococcus lactis tvoti hlavni slozku smési mlécnych kultur, které se pouzivaji po celém
svéts. Lidé Gdajné zkonzumuji asi az 10'® laktokokovych bunék za rok prostiednictvim
fermentovanych mléénych vyrobka (Papademas, 2018). Jejich vyhodou je hlavné vysoka
rezistence vic¢i bakteriofdgiim ¢i antibiotikim a u¢inné vyuziti laktdzy. Streptococcus

thermophilus je povazovan za druhy nejdalezitéjsi startér (Donnelly, 2014).

Krom¢ startérové kultury se do mléka mohou ptidavat také tzv. doplikové sekundarni kul-
tury, které vytvari charakteristickou chut’ a aroma syru. Patfi sem naptiklad propionova
kultura, ktera rozklada laktézu na kyselinu propionovou, kyselinu octovou a oxid uhlicity.
Kyselina propionové je zodpovédna za nasladlou ofiSkovou chut’ syru a oxid uhli¢ity zase
za tvorbu ok. Tato kultura je charakteristickd pro Svycarské syry, tedy pro syry

s vysokodohtivanou syieninou (Kadlec, 2012).

Pti vyrobé syru se také mohou vyuzivat napt. koryneformni bakterie (Brevibacterium, Co-
rynebacterium, Microbacterium) a kvasinky (Candida, Debaromyces), které se pouzivaji
hlavné€ pro zrani m&kkych a polotvrdych syrti s mazem na povrchu (Olomoucké tvarizky,
Romadr). Jsou zodpoveédné za typicky zlutooranzovy pigment a diky schopnosti rozlozit

aminokyseliny az na methanthiol, také za velmi vyraznou vini (Kadlec, 2012).

v

Plisnové kultury se pouzivaji pro zrani plisiovych syri,, nejznaméjsi je Penicillium ca-
memberti pro vyrobu syra s plisni v tésn€ a Penicilium roqueforti pro vyrobu syri s plisni

na povrchu (Papademas, 2018).

1.3.4 Non - startérové mikroorganismy

Non-startérové bakterie (NSLAB) mohou byt soucasti autochtonni mikroflory mléka, ne-
bo se do mléka dostanou jako kontaminanty z prostiedi (Kadlec, 2012). Pfestoze jsou po-
vazovany za kontaminujici mikroorganismy, vétSinou se diky modernim hygienickym po-
stupim nejednd o patogenni druhy, které by mohly pfedstavovat hrozbu pro poSkozeni

zdravi konzumenti (Broadbent, 2016).

Na pocatku zrani se v mladém syru nachazi velmi nizké hladiny NSLAB, které se vSak
v pribéhu zrani zvysuji, az dosdhnou vysokého poctu. Tento jev je viditelny na obrazku
nize (Obrazek &. 1). Poate¢ni podet bakterii LAB v syru b&zné piekro¢i 10° kolonii tvofi-

cich jednotek na gram (KTJ/g). V prib¢hu zrani se vSak méni prostiedi syru (klesa obsah
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laktézy, prosttedi je kyselejsi) a startovaci kultury postupné ztraceji zivotaschopnost. Za-
roveti stoupa populace NSLAB, ktera na po&atku neptekro¢i hranici 10? KTJ/g (pfi sprav-
nych podminkach vyroby). V pribéhu zrani se zacinaji vice mnozit, a po 3-4 mésicich mo-

hou dosahnout hodnot 10" — 10° KTJ/g (Broadbent, 2016).

10!0—

PotetKTJ/g

102~ i LAB

v

Obrazek €. 1: Zména v populacich startérové LAB a NSLAB v priibéhu zrani.

Prevzato a pfelozeno podle Broadbent, 2016

NSLAB tvofti vysoce heterogenni skupinu mikroorganizmt, patii sem nejcastéji laktobaci-
ly, laktokoky a pediokoky. Mezi nejcastéjsi bakterie, které patii do rodu laktobacild, jsou
Lactobacillus buchneri, L. paracasei, L. bulgaricus a L. plantarum spolu s L. curvatus,

L. rhamnosus a L. casei (Papademas, 2018).

Tyto bakterie mohou ovlivnit vlastnosti syru nejméné tiemi zplsoby. Mohou zesilit
¢1 urychlit tvorbu typické chuti ¢i aroma, mohou poskytovat rozvoj atypicke, nicméné po-
zadované chuti a aroma, nebo mohou podporovat vyvoj nezddoucich pfichuti. OvSem jak
jiz bylo zminéno, kmeny, které konzistentné zptsobuji Zadouci zmény chuti, se nazyvaji
dopliikové ¢i sekundérni kultury. Mnoho komeréné pouzivanych doplitkovych kultur v§ak
bylo ptivodné izolovano pravé jako NSLAB z vysoce kvalitnich syra (Broadbent, 2016).
NSLAB jsou také Casto pfedmétem zkoumani, ve snaze identifikovat nové kultury, které

by mohly splnit pozadavky spotiebiteld na rtiznorod¢jsi chut. Takové kmeny je mozné
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izolovat ze syrového mléka ¢€i z prostiedi a jsou kolektivné oznaCovany jako ,,divoké typy*

(Papademas, 2018).

Kromé¢ ovlivnéni chuti a aroma mohou mit NSLAB také mozny dopad na vady syra. Pro-
dukci plynu mohou zptisobovat duieni syrti, ¢i mohou zplisobovat krystalizaci laktatu va-
penatého, ktery mize byt mylné zaménovan za kontaminaci plisnémi (Broadbent, 2016).
Mnoho non-startérovych bakterii také dokaze v syru piezit i za nizkych koncentraci lakto-
zy a kziskéni energie vyuzivaji hlavné¢ aminokyseliny, které se v syfeniné nachézeji,

coz vede ke vzniku biogennich amind (Zuljan, 2016).

1.3.5 Protektivni kultury

Protektivni kultury se skladaji z konkrétnich bakterii a do potravin se pfidavaji pro svoji
schopnost inhibovat riist patogennich mikroorganismi, nebo kontaminujicich bakterii, kte-
ré mohou zpusobit kaZeni potravin. Nékteré LAB produkuji fadu latek, které omezuji vy-
voj konkuren¢nich bakteridlnich populaci a mohou tak byt povazovany za pfirodni konzer-
vacni latky pro celou fadu potravin (Baines, 2012). Biologickéd konzervace se praktikovala
podkladem. To, Ze n¢které kmeny laktokokid maji antimikrobialni Gi€inek i na jiné bakterie

mlécného kvaseni, bylo zjisténo v roce 1928 (Lacroix, 2011).

Existuje celd Skala mechanismt, kdy jeden mikroorganismus muize narusit rast ostatnich.
Vétsinou je konzervaéni ucinek u fermentovanych potravin dan vy$$im obsahem kyselin
(hlavné kyselinou octovou, mlécnou a propionovou), coz vede ke snizeni pH. DalSim me-
chanismem je produkce malého mnozstvi inhibi¢nich latek napiiklad peroxidu vodiku,
diacetylu, acetoinu, hypothiokyanatu ¢i reuterinu (Kilcast, 2011). K inhibici nezadoucich
mikroorganismil také ptispiva mikrobidlni interference, kdy populace mezi sebou soutézi

o prostor a zékladni Ziviny.

Protektivni kultury musi spliiovat nasledujici pozadavky. Musi byt schopny riistu v potra-
vin¢, musi inhibovat ¢i omezovat rast nezadouci mikrofléry, nesmi vytvaret nezadouci
zmény produktu a nesmi produkovat latky, které mohou byt pro ¢lovéka skodlivé (Baines,

2012).
Mezi dalsi antimikrobidlni produkty, které bakterie vylucuji, patii bakteriociny, coz jsou
latky bilkovinného pivodu. V roce 1947 byl popsan nejznaméjsi bakteriocin nisin, ktery je

dnes bézné¢ pouzivan jako bezpecna konzervacni latka do mnoha potravin.
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Pisobi hlavné na grampozitivni bakterie (tedy ostatni mlééné bakterie, rod Bacillus,
Clostridium, Listeria a Streptococcus). Nisin se jako konzervant pouziva nejcastéji
v tavenych syrech, ¢i jinych vyrobcich ze syra, konzervované zelenin€ a ovoci, v pudincich
apod., (Lacroix, 2011). U syrt je potifeba optimalizovat kompozici pocatecnich kultur, kte-
ré produkuji nisin v kombinaci s jinymi kulturami s zddoucimi vlastnostmi, které jsou viici
nisinu rezistentni. Pouziti nisinu totiz miize mit za nasledek snizeni ristu technologicky

vyznamnych kultur.

Pouziti nisinu v syrech, ¢i pouziti kultur, které produkuji bakteriocin, mlze ptinést fadu
vyhod. Miize dojit ke zrychleni dozravani syru, ¢i k vyvoji plngjsi chuti diky fizenému
rozpadu vychozich kultur, kdy dojde k uvoliovani intracelularnich enzymu (Baines, 2012).
Pouzitim bakteriocinti se da také piedejit pozdnimu dufeni syri, ¢i jinych zmén, které jsou

zpusobené nezddoucimi NSLAB.

Diky protektivnim kulturam Ize také dosdhnout zamezeni tvorbé biogennich amint, kdy
muze dojit kpotlateni rstu nékterych startérovych ¢i  doplikovych  kultur
s dekarboxylazovou aktivitou (Lacroix, 2011). Jako protektivni kultury mizeme i oznacit
bakterie, které maji diky svym enzymim schopnost nékteré biogenni aminy degradovat

(Tittarelli, 2019).

1.3.6 SraZeni mléka a zpracovani syfeniny

SraZeni mléka muZe probihat pomoci kyselého a sladkého sraZeni. U kyselého sraZeni do-
chézi k poklesu pH do oblasti blizké izoelektrickému bodu kaseinu, kdy dochézi k uvoliio-
vani koloidniho fosfore¢nanu vapenatého z kaseinovych micel a tim dochazi k jejich de-
stabilizaci a nésledné agregaci (Donnelly, 2014). Kysel¢é sraZeni se pouZiva spise pro vyro-
bu tvarohli nebo cCerstvych syrt jako je naptiklad Cottage. Kyselé sraZzeni je popsano
na obrazku nize (Obrazek ¢. 2), kde jsou viditelné micely kaseinu bohaté na fosforecnan

vapenaty, které pti okyseleni mléka tvoii sit’.
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Tukova kulicka

LAB
%o
@)
0.88%
Occ)) (o) g o) °o Pokles pH k hodnoté 4,6
o =i
(o) fo) OO0 Micelarni
00 oo O fosforeZnan
(o) o) o vapenaty
/) o 8
Rozpustny fosforecnan
Kaseinové micely, bohaté na vipenaty Matrixovasit

micelirni fosforeCnan
vapenaty

Obrazek €. 2: Kyselé srazeni mléka. Pfezato a ptelozeno podle Donnelly, 2014
Sladké srazeni se provadi pomoci syfidla. Diky enzymu chymosinu dojde ke Stépeni
« kaseinu, ktery je na povrchu micely a méa ochrannou funkci. Stépeni probiha na specific-
kém useku mezi 105. a 106. aminokyselinou, ¢imZz vznikne hydrofébni para-k-kasein
a hydrofilni glykomakropeptid (Snirc, 2015). Tim dochazi k odhaleni ostatnich kaseino-
vych frakei, které se srazi v pritomnosti vapenatych iont a dochézi k tvorbé gelu (Obra-

zek &. 3).

A—Kaseinova submicela

B — Glykomakropeptidovy retézec
C— Vipenatéionty

D - k kasein

E — Fosfatoveé skupiny

Obrazek €. 3: Sladké srazeni mléka. Zdroj Waganingen University, 2017
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Dalsi fazi je zpracovani srazeniny, ¢imz se podpofi synereze gelu. Provadi se krajenim,
michanim a dohfivanim. Cilem je vytvofit syrova zrna a oddé€lit ur¢ité mnozstvi syrovatky.
Vse se musi provadét Setrné a zpocatku pomalu, aby nedoslo k rozbiti zrn na jemné Castice.
U nizkodohtivanych syra se pouziva teplota pro dohtivani mezi 36 — 40°C. Dale se provadi
prani syrového zrna, kdy se odpusti ¢ast syrovatky a ptida se tepld voda. Tim se také snizu-

je obsah laktozy. Poté nasleduje lisovani a soleni syri (Kadlec, 2012).

1.3.7 Zrani syria

Zrani syru predstavuje bohaty komplex reakci, které se podileji na zménéch textury a tvor-
bé aromatickych slozek. V syru zacinaji probihat zmény, které jsou zptsobeny syfidlovymi
enzymy, enzymovou c¢innosti kultur a také Cinnosti nezadkysovych bakterii. Primarnimi

reakcemi, které probihaji pfi zrani syrt je glykolyza, proteolyza a lipolyza (Bylund, 2015).

Rozklad laktézy je zplisoben enzymem laktdzou ptitomnych LAB, diky kterym se da regu-
lovat rychlost a rozsah fermentace. Jejich Cinnosti dochazi ke snizeni hodnoty pH, ktera
dosahne minima jiz béhem jednoho nebo dvou dni (Randazzo, 2013). U vétSiny syrt tedy
dochdzi k fermentaci laktdzy uz béhem lisovani, nebo nejpozdéji béhem prvniho ¢i druhé-

ho tydne zrani (Bylund, 2015).

Proteolyza primarné zahrnuje rozpad kaseinu pomoci syfidla a plazminu, coz je enzym
prirozené obsazeny v mléce. Kromeé toho je rozklad bilkovin zajistén také pomoci enzymi
LAB a NSLAB na mensi peptidy, dipeptidy aZ na aminokyseliny. Hlavnim tkolem syfidla,
je rozstépit molekulu para-k-kaseinu na mensi polypeptidy. Tento Utok syfidlem poté
umoziuje podstatné rychlejsi rozklad kaseinu pomoci bakteridlnich enzymi (McSweeney,

2017)

Aminokyseliny tedy prestavuji konecné produkty proteolyzy v syrech a jejich celkové
mnozstvi se béhem dozravani zvySuje. Béhem zrani se méni také jejich slozeni, napiiklad
obsah leucinu se vétSinou sniZuje, ale naopak obsah prolinu a lysinu se zvySuje vice nez
u ostatnich aminokyselin (Randazzo, 2013). Aminokyseliny jsou také zodpovédné za tvor-
bu chuti. Naptiklad aminokyseliny prolin, serin ¢i alanin nesou sladkou chut’, naopak leu-
cin, izoleucin ¢i lysin zase chut’ hotkou. Katabolismem aminokyselin ddle vznikaji aroma-
tické slouceniny, které jsou zodpovédné za aroma syri a nemusi byt vzdy jen pfijemné.
Naptiklad rozkladem metioninu na dimethyldisulfid ziska syr viini po ¢esneku, ¢i kvétaku

a dalsi priklady jsou uvedeny vtabulce (Tabulka ¢. 1), (Randazzo, 2013).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

22

Degradaci aminokyselin také mohou vznikat nezédouci ¢i Skodlivé slouceniny, jako

je napf. amoniak, moc¢ovina, kyselina maselna, vodik a biogenni aminy (Kadlec, 2002).

Aminokyselina Aromaticka sloucenina Viin¢ / zapach
3-methylbutanové kyselina Shnilé ovoce, pot
Leucin 3-methylbutanal Trava, slad, ¢okolada
3-methylbutanol Alkohol, viin€ po ovoci
Valin 2-methylpropanové kyseliny Zlukla, méaselna
Fenyloctova kyselina Kvétiny, rize, hyacinty
Fenylacetaldehyd Syrova
Fenylalanin
Fenethylalkohol Rize, kvétinova
Benzaldehyd Hotké mandle
Tyrosin Fenol Chemicka
Tryptofan Skatol Fekalni
3-methylthio-propanal Varené brambory
Methional Brambory, zeli
Metionin N
Dimethyldisulfid Kvétak, Cesnek
Dimethylsulfid Varené zeli, sira
Kyselina asparagova Diacetyl Maslo, karamel

Tabulka €. 1: Aromatické slouceniny ziskané katabolismem aminokyselin.

Ptevzato a upraveno podle Randazzo, 2013

Lipolyza probihd pomoci enzymi lipaz ¢i esteraz a je dilezitd hlavné u syri s plisni

na povrchu, ¢i s plisni v tésté. U téchto syrt se také provadi homogenizace tuku pii prave

mléka a diky lipolyze dochdzi k uvolnéni mastnych kyselin a methylketoni (McSweeney,

2017)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou organické, netékavé latky s nizkou molekulovou hmotnosti
a podle chemické struktury se rozdé€luji na latky aromatické, heterocyklické a alifatické.
Dftive byly biogenni aminy povazovany za jedy a nazyvaly se ptomainy, coz byl nazev
odvozeny z feckého slova “ptoma®, neboli mrtvola. Oznacovaly se tak tzv. kadaverické
jedy, vytvorené z bilkovin v pokrocCilém stadiu kazeni zivoc¢iSnych tél (Steglich, 2000).
Biogenni aminy sice vznikaji pomoci metabolické aktivity mikroorganismi, ale nemusi
vznikat pouze pii kazeni potravin a pouze v potravinach zivoc¢isného pivodu (Kotzekidou,

v

2016). Jejich vyskyt je tedy mnohem rozmanitéjsi.

2.1 Vznik biogennich aminu

Biogenni aminy vznikaji v potravinach pomoci dekarboxylace aminokyselin. Dekarboxy-
lace je chemicka reakce, kdy piisobenim enzymil dekarboxyldz, dojde k odStépeni oxidu
uhli¢itého z karboxylové skupiny aminokyseliny, za vzniku aminu. K dekarboxylaci mtze
dojit pomoci dekarboxylaz, které se v potraviné pifirozené nachéazeji, nebo pomoci dekar-

boxylaz, které jsou produkované mikroorganismy.

24

karboxyla¢ni aktivitou, dostupnost substratu (prekurzory volnych aminokyselin) a dale
zalezi na podminkéch prostiedi pro rist bakterii (Fox, 2004). Syry tvofi ideédlni prostiedi
pro tvorbu biogennich aminti, protoze obsahuji mnoho bilkovin, enzymd, kofaktort,, vodu
a také mikroorganismy. Akumulace amint v syru je ovlivnéna hlavné mikrobidlni kvalitou
syrového mléka, hygienickymi postupy, pouzitim startovacich kultur, podminkami pro-

stfedi a dobou zrani.

Ptestoze syrové mléko obsahuje malé¢ mnoZstvi biogennich amind, v syru se jiz mohou
nachdzet vysoké koncentrace. Béhem zrani syri totiz dochédzi k proteolyze bilkovin,
coz vede k akumulaci volnych aminokyselin, které mohou tvofit substrat pro aktivitu de-
karboxylazy (Sanli, 2015). Hlavnimi biogennimi aminy, obsaZenymi v syru je histamin,

tyramin, tryptamin, fenylethylamin, putrescin a kadaverin (Fox, 2014).

Mezi dalsi faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich aminii, patfi teplota a pH (optimum
je 2,5 — 6,5). Dale také ptitomnost kysliku a soli, doba skladovani potravin a dostupnost
substratu pro bakterie. Dillezita je také hygiena pii zpracovani a vyrobé produkti (Fox,

2004).
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2.2 Rozdéleni biogennich aminii

Biogenni aminy se d¢li na endogenni, které vznikaji jako produkty metabolismu a jsou
piirozenou slozkou vétSiny potravin. Exogenni aminy vznikaji v potravindch pomoci mi-
kroorganismu pfi kvasnych procesech, proto se ve vyssich koncentracich mohou vyskyto-
vat praveé v syrech, dale v trvanlivych saldmech, pivu, vinu a kysaném zeli (Sanli, 2015).
Pisobenim kontaminujici mikroflory se nejcastéji biogenni aminy tvoii v rybach, v syru,

v mase, zelening, ovoci a houbach (Velisek, 2009).

Podle chemické struktury se aminy déli na alifatické, kam patii putrescin a kadaverin. Me-
zi aromatické patii histamin a fenylethylamin. Mezi heterocyklické biogenni aminy patii

tyramin a tryptamin.

Za samostatnou skupinu biogennich amint by se dal oznacit putrescin a z né&j vznikajici
spermidin a spermin. Zhruba od 90. let 20. stoleti se fadi mezi polyaminy, jelikoz maji

specifické podminky vzniku a maji také odlisné biologické ucinky (Velisek, 2009).

2.3 Vyznam biogennich amini

Biogenni aminy nemusi vzdy piisobit jen toxicky. Jsou béZnou soucasti organismu a také
hraji dalezitou roli v mnoha fyziologickych procesech. Ve vétsich koncentracich v§ak mo-
hou mit neZaddouci, az toxické ucinky na organismus, hlavné u citlivych jedinct (Fox,

2014).

2.3.1 Pozitivni vliv na zdravi

Protoze se podileji témét na kazdém kroku DNA a RNA syntézy a syntézy proteinti, jsou
nezbytné pro rist a proliferaci bun€k ve vSech organech (Blackburn, 2006). Naptiklad his-
tamin patii mezi lokdlni hormony a ma vliv na sekreci zaludecnich §t'av a také plisobi jako
neurotransmiter v centralnim nervovém systému. Tyramin také patii mezi lokalni tkanové
hormony a ma vliv na kontrakce hladkého svalstva. Mezi dal$i lokalni hormony patii
1 tryptamin, ktery ovliviiuje peristaltiku stfev a psychicky stav. Putrescin a kadaverin je
zase nezbytny pro regulaci bunécného rastu, diferenciaci bun¢k a také se icastni hojeni
a regenerace poranénych tkani (VeliSek, 2009). Tyto polyaminy se vSak podili i na ristu
nadorovych bunék. Byly provedeny studie, kdy byly zjistény mnohacetné abnormality
v metabolismu putrescinu u lidi trpicich rakovinou. Na zéklad¢ toho byla dieta s omeze-

nym obsahem biogennich amint §iroce studovéana jako soucast terapie u nékterych pacien-
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tl s rakovinou (Kotzekidou, 2016). Naopak zvySeny ptijem je zadouci pro urychlené hoje-
ni ran, popalenin, vyvoj, obnovu stfevni mukézy apod. Fyziologickd potieba polyamini

pro Clovéka ve zdravi a pfi nemoci neni vSak zatim znama (Velisek, 2009).

Mezi nejvice toxické biogenni aminy patii histamin a tyramin. Jsou spojovany hlavné
s konzumaci ryb, ve kterych se biogenni aminy nejvice vyskytuji. Jedna se hlavné o ryby
¢eledi makreloviti (Scombridae), jako je tuiidk nebo makrela, nebo o ryby celedi rohoret-
koviti (Scombereoscidae), (Hanel, 2009). Nejvyssi koncentrace biogennich aminti obsahuji
hlavné Spatné skladované ryby, ovSem dekarboxyldzovou aktivitu maji i nékteré psychro-
trofni bakterie, proto mize dojit k vyskytu i u ryb skladovanych pii chladni¢kovych teplo-
tach.

Pti akutni otravé histaminem mize dochézet k fad¢ piiznakd, které postihuji kizi (vyrazka,
koptivka), gastrointestindlni trakt (nevolnost, zvraceni, prijem, bfisni kiece), neurologické
funkce (pocity brnéni, zavraté¢ a bolesti hlavy), horecka a hypertenze (Fox, 2014). Patii
totiZ mezi biogenni aminy s vasodilatacni funkci a pfi nadmérném piijmu a nedostatecném
odbouravani dochazi ke zméné kontraktility cév a ke snizeni krevniho tlaku (Blackburn,
2006). Tyramin zase naopak patii mezi vasokontraktibilni aminy a ma za nasledek zvySo-

vani krevniho tlaku (Velisek, 2009).

Ptiznaky obvykle nastupuji béhem nékolika minut a trvaji v fadu hodin. Obecné je pribéh
otrav mirny a mnoho pacientll ani nevyhleda lékarskou pomoc. Byly vSak také hlaseny

zavazné priznaky a to vétSinou u starSich pacientl (Kotzekidou, 2016).

Intoxikace biogennimi aminy (hlavné tyraminem), kterd je spojena s konzumaci syru,
se Casto nazyva ,,cheese reaction®. Vyznacuje se vysokym krevnim tlakem a bolestmi hla-

vy (Sanli, 2015).

2.3.3 Vliv biogennich amini na hygienu potravin

Vedle nezadoucich uc¢inkl predstavuji biogenni aminy také obavy z hlediska dodrzeni hy-
gieny vyroby a kvality potravin. Na obsah biogennich aminti nema vliv tepelné oSetieni,
takZe ani vafeni ani mraZeni nesnizuje jejich koncentraci béhem zpracovani potravin. Jed-
nim z nejvétSich problém, které ovliviiuji potravinaisky primysl, patii tvorba biogennich

amint beéhem skladovani potravin, ktera je obtizné kontrolovatelna (Kotzekidou, 2016).
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Toxikologicka troveil je obtizné ur€itelnd, protoze nezavisi jenom na koncentracich bio-
gennich amini, ale také na individudlnich vlastnostech aminti, na pfitomnosti inhibitora,
fyziologickém stavu jedince apod. Latky mezi sebou také mohou reagovat, napiiklad pu-
trescin a kadaverin pfispivaji k synergickym Uc¢inktim a zvysuji toxicitu histaminu (Sanli,

2015).

Prestoze akumulace biogennich amint v potravinach mtize zpisobit zhorSeni zdravotniho
stavu konzumenta, legislativné nejsou v Ceské republice stanoveny regulacni limity. Legis-

lativa také vyrobclim nenatizuje uvadet obsah biogennich amint na obale potravin.

2.3.4 Biogenni aminy jako indikatory kvality potravin

Biogenni aminy jsou pfirozenou soucasti mnoha potravin, ve vétSich koncentracich
se ale nachézeji v potravinach, které jsou v pokroc¢ilém stadiu kazeni. Pfitomnost biogen-
nich aminti tedy muze slouzit jako chemicka indikace kazeni ¢i znehodnoceni potra-

vin (Sanli, 2015).

Ve vétsing potravin se vyskytuje vzdy vice aminl v riznych koncentracich. Jako ukazatel
cerstvosti, se proto pouziva soucet koncentraci vice biogennich amind. Sectenim koncen-
traci histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu se d4 vypocitat biogenni aminovy kom-
plex (BAI). Existuje také hodnota vazoaktivni index biogennich aminti (VBAI), ktera
oznacuje soucet vsech vazoaktivnich aminil v potraving, tedy histamin, tyramin, tryptamin
a fenylalanin. Tato hodnota se pouZziva pro masné¢ vyrobky. Jak BAI, tak VBAI mohou
slouzit jako ukazatele mikrobiologické kvality potravin a také hygienickych podminek,

pfi kterych byly potraviny zpracovany (Motarjemi, 2014).

Maximalni ptipustné hodnoty jsou tézko stanovitelné, proto tyto hodnoty nejsou pftilis vyu-
zivany. Hodnoti se pouze u ryb, naptiklad pro tundka ¢i makrelu je hodnota BAI v pokroci-
1ém stadiu  rozkladu 100 mgkg'. U &erstyyjch ryb je hodnota BAI
10 mg.kg™" (Kotzekidou, 2016).

Pro piedstavu, Cerstvé vepiové maso obsahuje zhruba do 7 mg.kg™ kadaverinu a putresci-
nu. Zkazené maso viak mize obsahovat i vice nez 40 mgkg'. Vice aminii se nachazi
u Spatn¢ skladovanych ryb, napt. tundk mize obsahovat az 8000 mg.kg'1 histaminu.
Histidin ve svaloviné ryb je totiz pro bakterie snadno dostupny (Velisek, 2009). Jak jiz
bylo feceno, tepelné oSetieni masa nema vliv na snizeni obsahu amini, maze dojit pouze
k jejich casteCné extrakci. Predpoklada se, ze piijem potravin s koncentraci histaminu

vy§sim nez 400 mg kg je nebezpetny pro zdravi (Alvarez, 2014).
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2.4 Degradace biogennich amini

V gastrointestinalnim traktu jsou biogenni aminy katalyzovany pomoci enzymii monoami-
nooxidazy (MAO) a diaminooxiddzy (DAO) az na karboxylové kyseliny. Diky témto en-
zymum dojde k zabranéni nebo ke snizeni absorpce nemetabolizovanych aminti do krevni-

ho obéhu (Fox, 2014).

Monoaminooxidaza se déli na dva rizné izoenzymy. MAO-A, kterd se nejvice nachazi
v zaludku a sttevé. MAO-B, ktera se nachazi spiSe v jatrech a ve svalech. Diaminooxidéaza
pusobi také ve stievech. Dale jesté existuje enzym histidinmethyltrasferaza, ktery je neji-
¢inngj$i pii odbouravani histaminu a nachazi se vcelém travicim traktu (hlavné
ale v jatrech), (Steglich, 2008). Polyaminy jsou odbourdvany polyaminooxidasou (Velisek,
2009).

Nicméné, ¢innost téchto enzyml muize byt narusena, nejéastéji v disledku pfitomnosti
parkinsonika, dale antimalarika. Také velmi zélezi na vlastnostech jedince. Dostatecny
mechanismus enzymu chybi také u malych déti, u lidi trpicich zhorSenou funkci jater, ge-
netickymi poruchy apod., (Fox, 2014). Dalsim faktorem mulZe byt pfijem biogennich ami-
nl ve vysokych koncentracich, kdy dojde k prekro¢eni detoxikacnich mechanismi enzymi
a tim dojde k vyvoji toxického ucinku. Naptiklad tyramin inhibuje MAO, tryptamin DAO

a fenylalanin inhibuje oba enzymy.

K nedostatecné detoxikaci také mtize dojit, pokud jsou vysoké koncentrace amint piijima-
nych spolu s alkoholem. Jeho degrada¢nim produktem je acetaldehyd, ktery také plisobi

jako inhibitor aminooxidaz (Sanli, 2015).

K odstranéni jiz vzniklych biogennich aminti v syrech, se da vyuZit bakterii, které tyto en-
zymy vytvareji, a tim jsou schopné degradace biogennich aminii. Tato schopnost byla zjis-
téna naptiklad u nékterych bakterii rodu Lactobacillus, Bacillus a Brevibacterium (Titta-
relli, 2019). Odstranéni ¢i sniZzeni koncentrace jiz vzniklych aminli z potravin,
je vSak v praxi velmi obtizné (VeliSek, 2009). Proto je dilezitad prevence pied vznikem
biogennich amint, kterou zahrnuje 1 vybér kultur, které vykazuji nizkou dekarboxylacni

aktivitu.
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2.5 Nejbéznéjsi producenti biogennich amint v syrech

Mezi vyznamné producenty biogennich amint v syrech, které spadaji do populace LAB
¢1 NSLAB patii Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. aci-
dophilus a L. aranosae. Déle také Lactococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus fae-
cium, S. mitis a Propionibacterium spp. (Velisek, 2009). Jak jiz bylo fe¢eno, bakterie
mlécného kvaseni, jsou schopny eliminovat rst producentli biogennich amini, avSak
je ztejmé, ze nckteti zastupci LAB vykazuji dekarboxylaéni aktivitu a tudiz jsou také

schopni produkce biogennich amind.

Mezi patogenni kontaminujici mikrofléru s dekarboxylacni aktivitou patii hlavné bakterie
z Celedi Enterobacteriaceae, napt. Morganella, Klebsiella, Escherichia, Hafnia a Proteus.
Zastupci cCeledi Enterobacteriaceae patii mezi nejcastéj$i kontaminanty, jejichz vliv
na zk4zu potravin, byl diive do zna¢né miry piehlizen kvili pozitivnimu vyznamu nékte-
rych zastupcli. Vyjimkou byla bakterie Erwina spp. a dalsi rody, které byly dilezité
z hlediska ztrat v zemédélstvi (Blackburn, 2006). Mezi dal§i mikroorganismy, které jsou
schopny produkce biogennich amint, patii naptiklad Clostridium perfringens, Micro-
coccus, Pediococcus a nékteti zastupci stafylokokt, streptokokd a pseudomonad (Velisek,
2009.) Kontaminujici bakterie, jsou kromé potencidlni tvorby biogennich amini také nej-
roz$ifenéj$i plivodci onemocnéni. Mohou zpiisobovat otravy z potravin ¢i bakterialni in-

fekce.

Mezi dalsi patogeny, které se mohou v mléce vyskytovat jiz pti primarni kontaminaci, pro-
sttednictvim infekce vemene, patii Salmonella spp., Streptococcus agalactiae, Staphylo-
coccus aureus, Campylobacter jejuni, Mycobacterium bovis, Mycobacterium paratubercu-

losis, Brucella abortus a Coxiella burnetti (Griffiths, 2010).

Pti dojeni se do mléka mohou dostat patogeny jako je napt. Listeria monocytogenes, Ba-
cillus cereus, Yersinia enterocolitica a Aeromonas hydrophila. Také podestylka muze hrat
vyznamnou roli pfi vngj$i kontaminaci, protoZze miize byt zdrojem fekalni kontaminace.

Ptikladem je Campylobacter jejuni (Griftiths, 2010).

Dal$imi zdroji patogennich bakterii miiZze byt personal, vzdusnéd kontaminace, voda (hlavné
Pseudomonas spp., Cryptosporidium parvum) a kontaminace z mlééného a skladovaciho

zafizeni.
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2.6 Biogenni aminy v syrech ze syrového mléka

Syry, které se vyrabéji ze syrového mléka, mohou pro vyrobce prestavovat technologickou
vyzvu z hlediska produkce biogennich amint. Je to hlavné z divodu ptitomnosti ptiroze-
nych pocatecnich mikroorganismi, jejichz metabolickd aktivita nemusi byt zcela znama.
V nékterych piipadech se k snizeni mikroorganismt v mléce vyuziva tlakovych membra-
novych procest, ¢i baktofugace (Tittarelli, 2019). Syry ze syrového mléka vSak mohou
ptfestavovat z hlediska obsahu biogennich amini vyssi riziko, jelikoZ je u nich potencialné
moznd vyssi akumulace téchto latek (Iburg, 2004). Mezi nejznamé;jsi syry, které se vyrabi
z nepasterovaného mléka, patii naptiklad italsky Parmezan, Svycarsky Raclette nebo

Gruyere, nebo francouzsky Roquefort (Ridgwayova, 1999).

MIéko je vSak pted vyrobou podrobeno piisné kontrole na pfitomnost piivodcti onemocné-
ni. Také na vyrobce jsou pfi kontrolach kladeny vyssi pozadavky, nez u vyrobct syri
z pasterovaného mléka. Pripady poskozeni =zdravi vlivem konzumace syra
z nepasterovaného mléka se v poslednich 25 letech vyskytly pouze ojedinéle (Iburg, 2004).
Pouziti tepelné neoSetieného mléka pro vyrobu tvrdych syrii mize byt bezpecné, jelikoz
vlivem zahfivani syfeniny pii vyrobé, solné lazni a také diky dlouhé dobé zranim se pted-
pokladd postupné usmrceni Skodlivych zarodki. Dle natizeni Evropského Parlamentu
a Rady (ES) ¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlaStni hygienickd pravidla pro potraviny
zivociSného plivodu, je pouziti syrového mléka mozné, pouze pro vyrobu syrii s dobou

zrani alespoti dva mésice. Cerstvé syry by se viak vyrabét nemély (Iburg, 2004).

Evropské spoleCenstvi jiz v roce 2000 usilovalo o zdkaz vyroby syrt ze syrového mléka,
avsak tradi¢ni vyrobci syri, syraiské spolecnosti a mnohé iniciativy se zasahuji pro jejich
zachovani. Pokud by pry doslo k jejich zakdzani, svét syra a kultura jidla by utrpély vetsi
Skodu, nez by byly zdravotni vyhody pro spottebitele (Iburg, 2004).

Soucasna evropska legislativa pasteraci nenafizuje, je ale povinné o pouZziti syrového (ne-

pasterovaného) mléka spotiebitele informovat (Natizeni Evropského Parlamentu a Rady

(ES) &. 853/2004).
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3 MOZNOSTI POUZITi OCHRANNYCH OPATRENI PRO
ZAJISTENI KVALITY SYRU

Mléko a mlécné vyrobky jsou jednim z historicky prvnich potravinarskych odvétvi, kde
byly zavedeny konkrétni postupy ve vyrobnim fetézci a chemické i mikrobiologické krité-

ria, aby se zajistila bezpecnost a kvalita zpracovaného mlécného produktu.

vvvvvv

vzhledem k rostoucimu mezinarodnimu obchodu a vysokymi naroky na kvalitu na tirovni
podnikatell i spotiebitelii. Také se odhaduje, Ze aZ jedna tfetina ztrat potravin je zpsobena
mikrobiologickym kaZenim (Griffiths, 2010). Jak jiz bylo feeno, kontaminujici mikroflora
neni jen pfi¢inou ekonomickych ztrat a moznymi pivodci onemocnéni. Pfedstavuje také

hlavni pfic¢inu vzniku biogennich amint (Fox, 2004).

V této souvislosti pfedstavuje samotné zpracovani mléka mnoho rizikovych faktora, které
ovliviiyji chovani mikroorganismti béhem vyroby syri. Dulezité je dbat na spravnou vy-
robni a hygienickou praxi, vybér kultur, dodrzovat stanovené technologické postupy a také
uplatnovat zasady HACCP. Tim muze byt dosahnuto pfedchazeni vzniku biogennich ami-

nu.
3.1 Hlavni pozadavky na kvalitu a bezpe¢nost mléka

Pro zpracovatele syri je nejdilezitéjsi zajisténi kvalitniho syrového mléka. Pozadavky
na kvalitu mléka se vSak ¢asto mohou menit, v zavislosti na politickych, ekonomickych,

socialnich nebo technologickych faktorech.

Dle natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlastni
hygienicka pravidla pro potraviny ZivociSného ptivodu, musi byt mléko ziskdno od zdra-
vych zvifat, kterd nevykazuji Zadny pfiznak nakazlivé choroby pfenosné mlékem, kterd
jsou v dobrém zdravotnim stavu, nevykazuji Zddné zranéni vemene, jeZ by mohlo mit vliv
na mléko a kterym nebyly podany nepovolené latky ¢i ptipravky, ¢i nebyla protipravné
oSetfena. U povolenych ptipravkl ¢i latek musi byt dodrzend ochranna lhiita stanovena

pro tyto ptipravky.

Kromé mikrobialniho ptisobeni, mize ke zkaze potravin ptispét také fyzikalni poSkozeni.
Mezi nejcastéjsi pti¢iny zhorSeni kvality mléka patii poskozeni svétlem. Diky oxidaci pro-
teinti a lipidii, vznikaji v mléce nepiijemné pachy a ptichuté, které jsou znatelné i ve vy-

sledném syru. Objevit se miize spalena ¢i kovova prichut’. Pfi oxidaci, ktera je indukovéana
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svétlem, hraje také dulezitou roli vitamin B,, ktery je pfirozenou soucasti mléka. Je velmi
fotosenzitivni a dokdze generovat singletovy kyslik, ktery nepfimo reaguje
s polynenasycenymi mastnymi kyselinami za vzniku hydroxyperoxidl, ¢imz podporuje

oxidaci lipida (Griffiths, 2010)

Mezi chemické nebezpeci miize patfit obsah rezidui veterindrnich 1é€iv, kterd mohou pied-
stavovat zdravotni riziko pro konzumenta. Také mohou zplsobit technologické problémy
pii vyrob¢ syrt, prostfednictvim inhibice fermentacnich procesii (Kadlec, 2012). Syrové
mléko dle natizeni 853/2004, nesmi obsahovat rezidua antibiotik, jejichz maximalni limity
jsou pro jednotlivé druhy antibiotik legislativné upraveny. Syrové mléko také nesmi pie-
sahnout obsah mikroorganismi (pfi 30 °C) 100 000 KTJ/ml a obsah somatickych bunék

v 1 ml musi byt mensi nez 400 000.

3.2 ZlepSeni bezpecnosti a kvality mléka a syru

3.2.1 Spravna vyrobni a hygienicka praxe

Rist a mnoZeni bakterii, které se podileji na zkaze potravin, je ovlivnén riiznymi faktory
dovani, koncentrace soli a pH. Dulezité jsou vSak i vSechny primarni faktory, které mohou
zpusobit pritomnost kontaminanti (Blackburn, 2006). Udrzet pod kontrolou vSechny tyto
faktory, zajiStuje dodrZovani spravné vyrobni a hygienické praxe (GMHP — Good Manu-
facturing and Hygienic Practice). To znamend mit popsany vSechny vyznamné postupy,
mit zavedeny systém fizeni pracovnikli a systém kontroly dodrZzovéni vSech postupt. Po-
stupy se tykaji dodrZzovani sanitace, udrzby, ale také dodrzeni technologickych postupt,

receptury apod., (Griffiths, 2010).

vvvvvv

Seni provozu, které usnadni snadné ¢i$téni a sanitaci a nehrozi kiizeni cest z Cistych a ne-
¢istych zon. Dale dopravni prostfedky a zafizeni musi umoZilovat snadnou sanitaci a musi
byt konstruovany tak, aby se vyloucil vyskyt kontaminace. VyfeSeno musi byt i zachazeni
s odpady a zdsobovani pitnou vodou. Diilezité je také zachazeni a skladovani se samotnou
potravinou, obalové materidly, osobni hygiena a Skoleni pracovnikii. GMHP tvofi nezbyt-
ny predpoklad pro vytvoteni funk¢niho systému analyzy rizika a stanoveni kritickych kon-

trolnich bodi (HACCP), (Kadlec, 2012).
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Vytvoreni a zavedeni syst¢ému HACCP je povinné u vSech vyrobcii potravin, dle nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 852/2004 ze dne 29. dubna 2004 o hygien¢ potra-
vin. Uplatnénim zésad toho systému si je provozovatel potravinaiského podniku védom
vSech moznosti, které mohou ohrozit zdravotni nezdvadnost produktu. VSechna tato ne-
bezpeci jsou ovladana, tj. trvale sledovana. Proto 1ze v¢as pfijmout ndpravna opatfeni, po-
kud postup neprobihd spravné, ktera vylouci uvedeni zdravotné zavadného produktu na trh
(Kadlec, 2012). Je také dulezité a dle natizeni 853/2004 je i povinné zajistit hygienu zeme-
délskych podniki urcenych k produkei mléka, dodrzovat hygienu pii dojeni a dodrzovat
hygienu personalu. Dodrzenim vSech bodl z tohoto nafizeni, je zajiSténa ochrana syra ne-
jen pied mikrobialni kontaminaci, ale také pted jinymi biologickymi, fyzikalnimi a che-

mickymi nebezpecimi.

3.2.2 Mozné zpusoby zajiSténi bezpecnosti syri pomoci prirodnich latek

Spotiebitelé hledaji stale vice Cerstvych ptirodnich produktl, které byly co nejméné oSet-
fovany. Vyrobci proto hledaji nové zemédélské a vyrobni postupy a snazi se zdkaznikovi
pozadavky splnit a dodrzet (Griffiths, 2010). ReSenim miize byt pouziti piirodnich antimi-
krobialnich latek.

Mezi takové latky, které se v syrech jiz nachazeji ze syrového mléka, patii enzymy. Nejdi-
nepouziva vysoka pasterace (Sun, 2005). Dal§imi dilezitymi enzymy, které tvoii obranné
systémy proti bakteriim je napiiklad laktoferin a lysozym. Lysozym je nejvice aktivni proti
grampozitivnim bakteriim, jelikoz nemaji tak silnou vnéj$i membranu, jako bakterie gram-

negativni (Taylor, 2014).

Také samotné bakterie mohou byt zdrojem ptirodnich antimikrobialnich latek. Patii mezi
né bakteriociny, nejznamé;jsi nisin, ktery byl jiz popsan v piredchozich kapitolach a dale
natamycin. Natamycin, se né¢kdy nazyva pimaricin a je to antimykotikum vytvarené bakte-
riemi Streptomyces natalensis. Plsobi jiz v nepatrnych koncentracich proti kvasinkam
a vétSin¢ plisni, nikoliv vSak proti bakteriim, proto neovliviiuje zakysové kultury a je
vhodny pro pouziti v syrech (EFSA, 2018). Podle toxikologickych studii vedlo pouziti vy-
sokych davek u konzumentl ke snizeni pfijmu potravy, ubytkiim vahy, travicim potiZim
a priymum. Proto se natamycin smi pouzivat pouze k povrchovému oSetfeni syrti ve stano-
venych maximalnich koncentracich a dle Evropského tradu pro bezpecnost potravin

(EFSA) nepiedstavuje pii dodrzeni téchto limitl riziko pro spottebitele.
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Dal8im piirodnim antimikrobidlnim agens mohou byt protektivni kultury. Jak jiz bylo zmi-
néno, pouzivaji se v boji proti patogennim mikroorganismtiim, hlavné v disledku soupeteni
o zivotn¢ dtlezité ziviny ¢i produkci antagonistickych slouc¢enin. Nejen LAB se vyuzivaji
jako protektivni kultury. Vyuziva se také napt. E. coli, n¢které druhy Bacillus, z kvasinek
naptiklad Saccharomyces, a z plisni naptiklad Asperillus (Taylor, 2014). U syrt se nejcas-

t&ji pouziva rod Lactobacillus a Bifidobacterium.

Pti pouziti ptirodnich antimikrobialnich latek do potravin, je potieba mit zvladnuté feSeni
mnoha potencidlnich probléma, véetné toxikologickych a alergennich ucinkt, senzorickeé
ucinky, naklady na suroviny, vliv slozky na aktivitu mikroorganismi a absenci negativnich

ucinkt (Griffiths, 2010).

3.2.3 Mozné budouci trendy v udrZeni bezpecnosti syri

wevr

cich, by usnadnilo zavedeni novych metod do mlékéarenského primyslu, které by nahradily
klasické mikrobiologické techniky. Tyto techniky by mohly byt zaméfeny na zkoumani
bakteridlniho genomu, coz by umoznilo napiiklad pfesnéjsi stanoveni doby pouZitelnosti
(¢1 minimalni doby trvanlivosti) u potravin a zavedeni U¢inngjSich kontrolnich opatieni

(Griffiths, 2010).

Rozsitené;si aplikace molekularnich metod do mikrobiologie, by mohla pfinést také vétsi
porozuméni bakteriim a mozna i nové taxonomické rozdéleni. Od dob, kdy byly tyto po-
krocilejsi metody genetické typizace Castéji vyuzivany ve vyzkumu, prosla klasifikace do-
mény bakterii mnoha zménami, véetné vzniku novych druhti, podruht a dokonce i roda.
I kdyz jsou tyto metody v soucasné dobé pouzivany spiSe k lepSimu pochopeni a popsani
charakteristiky patogenti a jejich tlohy v patogenezi, bylo by mozné tyto metody vyuzit

1 pro hlubsi pochopeni jejich mechanismu pfi kaZeni potravin (Blackburn, 2006).

Novym, stile zcela neprozkoumanym fenoménem, je tzv. quorum sensing. Je to proces,
ktery tvoii zaklad mezibunécné komunikace, kdy bakterie diky vyméné signalnich molekul
mohou vnimat a specificky reagovat. Timto mechanismem jsou bakterie schopny vytvaret
biofilm a udrzovat si v ném optimalni hustotu populace (White, 2007). Ptedpoklada se,
ze kazdy typ bakterie mé své vlastni komunikacni schopnosti a také, Ze tento jev hraje di-
lezitou roli hlavné u fady patogennich bakterii (napt. E. coli O157, Yersinia enterocoliti-
ca), (Griffiths, 2010). Biofilm je v mlékarenském primyslu nezbytné rychle odstraiiovat

a je nutné vytvaret preventivni opatieni proti jeho vzniku. Diky biofilmu jsou vSak bakterie
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vice perzistentni a také si rychleji dokazou vytvofit rezistenci vici dezinfekénim prostied-
kiim (White, 2007). Prevence pted tvorbou biofilmu by spocivala v interferenci s bakteri-
alnimi signalnimi molekulami (mezi nejlépe prostudované patii N-acyl-homoserin lakto-
ny). S vétSim porozuménim quorum sensing, signalnich molekul a geni, které jsou do to-
hoto procesu zapojeny, by mohlo byt mozné tento proces narusit a potencidln¢ tak zabranit
kazeni potravin. Pfedstavuje to tedy alternativni intervencni strategii, kterd by mohla vy-
tvofit zcela nové moznosti v prevenci pired vyskytem kontaminant a patogennich mikro-

organismil v potravinach (Blackburn, 2006).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 METODIKA

4.1 Vyroba modelovych vzorki

Modelové vzorky byly tvoteny syry holandského typu s nizkodohtivanou syteninou, které

byly vyrobeny v technologickych laboratotich Ustavu technologie potravin Fakulty tech-

nologické. Celkem bylo vytvoreno 6 rtiznych Sarzi syrii. Vyrobni postup i zdkladni kultura

byly pro vSechny Sarze shodné. U vSech syrt (s vyjimkou kontrolni Sarze) byl pouzit stejny

producent biogennich amind Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 a modelové

Sarze se liSily pouzitim protektivni kultury, ktera je schopna degradace biogennich amind.

Pro vyrobu syru P, byl pouzit pouze producent biogennich aminti

Pro vyroby syru A, byl pfidan degradér biogennich aminG Lactobacillus casei
CCDM 422

Pro vyrobu syru B, byl pouzit degradér Lactobacillus plantarum CCDM 187

Pro vyrobu syru C, byl pouzit degradér Lactobacillus plantarum CCDM 189

Pro vyrobu syru D, byl pouzit degradér Lactobacillus casei CCDM 198

Pro vyrobu syru K, byl pouZit pouze smetanovy provozni zakys — kontrolni vzorek

Material a pomitcky

Syrové mléko

Lyofilizovana smetanova mezofilni kultura (Lactoflora, Milcom a.s., Ceské repub-
lika)

Nasyceny roztok CaCl, (Milcom a. s., Ceska republika)

Syfidlo Chymax 200 (Chr. Hansen, Dansko)

Potravinaiska stl (Herold feznické potieby s. r. 0., Ceské republika)
Antimykoticky ptipravek (Delvocid XT1,DSM, Nizozemsko)

8% kyselina peroctova (Diversey, Ceska republika)

Laboratorni odstfedivka FT15 (Armfield, Velka Britanie)

Vyrobnik syrii (Driml s.r.o., Ceska republika)

Lisovaci vana a lisovaci formy (Driml s.r.0., Ceska republika)
Syratské plachetky

Vakuova balicka (Henkelman, Nizozemsko)

Zraci komora (Candy, Itélie)
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— Analytické vahy
— Vyvije€ vodni pary
— Germicidni UV lampa

— Zkumavky, automatické pipety, odmérné valce, teplomér se sondou, mixér, sito.

4.1.2 Postup vyroby modelovych vzorki

Pted zahdjenim prace byly prostory technologické laboratofe vysviceny UV germicidni
lampou, pro snizeni rizika sekunddrni kontaminace. Také veSkeré pomticky, které ptisly
do styku s potravinou, byly osetfeny UV svétlem, nebo dezinfikovany ponorem do kyseli-
ny peroctové a nasledné dikladné oplachnuty pitnou vodou. Pouzité nadoby, vyrobnik

a lisovaci vana byly pfed pouzitim oSetieny parou pomoci vyvije¢e vodni pary.

Pro vyrobu jedné Sarze bylo zpracovano 35 1 syrového kravského mléka. Syrové mléko
bylo nejprve zahtivano na teplotu 37 °C, poté bylo prevedeno do odstfedivky a smetana
1 odsttedéné mléko byly sbirany do predem pfipravenych nadob. Poté se provedla standar-
dizace mléka na pozadovany obsah tuku v susin€ 45 %, smisenim smetany a odstfedéného
mléka na celkovy objem 35 1. Nasledné se provedla Setrna pasterace diskontinudlnim zpt-
sobem ve vyrobniku pfi teploté 72 °C po dobu 30 vtefin. Tepelné oSetfené mléko se rychle
zchladilo na inokula¢ni a syfici teplotu 32+1 °C. Poté se provedla aplikace pfipraveného
provozniho zakysu (v celkovém objemu 160 ml) a 17,5 ml nasyceného roztoku CaCl, Tak-
to pfipravend smés se dokonale promichala a za sou¢asného michani se nechala 20 minut
prokysat. Po prokysani se do mléka pfidalo 5 400 pl syfidla, fedéného v desetinasobku

pitné vody. Smés se intenzivné promichala a poté se ponechala v klidu po dobu 30 minut.

Poté se syfenina prokrojila syrafskymi harfami a opét se nechala 10 minut odpocinout.
Nasledné se syfenina opatrné rozdrobila a vznikla syratfska zrna se michala jesté¢ 30 minut,
aby se podpotfilo jejich vytuzeni. Nasledn€ se pomoci sita odebrala ¢ast syrovatky a k zrnu
se pridala voda o teploté 60 °C, ¢imz teplota systému stoupla na 37 °C (cilova teplota do-
htivani). Pro udrzeni této teploty se pouzil ohfev pomoci meziplasté vyrobniku. Za stalého
michéani se syrafské zrno dosouselo pfti teploté¢ 37+1 °C a dosouSeni probihalo po dobu

30 minut.

Po uplynuté dobé pfislo na fadu lisovani a formovéani syfeniny. Syienina se slila do pfipra-
venych forem vyloZenych syrafskou plachetkou, kde se nechala ptedlisovat po dobu
20 minut. Pro rovnomérny odtok syrovatky se syfenina po 10 minutach otocila. Poté se

syfenina rozdélila do lisovacich forem a lisovala se pomoci lisu s postupné navysujici se
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zatezi. Po 90 minutach lisovani byly bloky syrt z forem vyjmuty a otoceny. Nasledné byly
dale lisovany s celkovou dobou 150 minut. Vylisovana syfenina se nechala pfes noc proky-

sat.

Na druhy den byly syry soleny v solné 1azni a oSetfeny protiplisiovou suspenzi. Poté byly
zabaleny do smrstitelnych obali pomoci vakuové bali¢ky. Syry se néasledné ulozily ke zra-
ni do zraci komory. Odbér vzorkl byl proveden po 1. dni vyroby a nasledné po 14., 28.,

56. a 84. dni zrani.

4.2 Zakladni chemicka analyza

4.2.1 Stanoveni obsahu suSiny

Obsah suSiny se stanovil vazkové, jako hmotnostni tbytek po vysuSeni vzorku. Nejprve se
navazily 3 g rozmixovaného syru do pfedem vysuSenych hlinikovych misek s kfemicitym
piskem. Vzorky se ulozily do suSarny pfi teplot¢ 105+1 °C po dobu 5 hodin a poté se zva-

zily. Obsah suSiny se vypocital podle nasledujiciho vzorce:

ms; —m
obsah su$iny [hm. %] = (3m—1) %X 100
2

m; — hmotnost misky s piskem [g]

m, — hmotnost misky pred susenim[g]

m; — hmotnost misky s piskem a vzorkem po vysusSenti [g]

4.2.2 Stanoveni obsahu tuku

Obsah tuku se stanovil butyrometrickou metodou. Navazily se 3 g rozmixovaného syru,
které byly pfevedeny do butyrometru. Poté se ptidalo 14 ml kyseliny sirové, ¢imz doSlo
k rozpusténi bilkovin v obalu tukovych kuli¢ek. Poté byl butyrometr vloZzen do vodni 1azné
o teploté 65 °C a opatrné promichavan. Po rozpusténi vzorku byl pfiddn amylalkohol, pro
dosazeni ostrého rozhrani. Smés se promichala, a nasledné se uvolnény tuk odsttedil.

V kalibrované ¢asti butyrometru se odecetl obsah tuku.
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Obsah tuku v susin€ se vypocital podle vzorce:

100 X t
S

obsah tuku v susiné [%] =

t — tucnost [%]

s — susina [%]

4.2.3 Stanoveni pH
Pro stanoveni pH byl pouzit vpichovy pH metr. U kazdého vzorku bylo provedeno celkem

6 méteni a vysledna hodnota byla stanovena jako primérna hodnota.

4.2.4 Stanoveni obsahu soli

Stanoveni soli bylo provedeno pomoci potenciometrické titrace dusi¢nanem stiibrnym. Byl
navazen 1 g rozmixovaného vzorku syru s pfesnosti na 4 desetinnd mista. Vzorek byl roz-
meélnén ve tfeci misce s 10 ml teplé destilované vody a kvalitativné pieveden do kadinky.
Ke vzorku byly pfidany 2 ml HNOs a poté byl vzorek doplnén destilovanou vodou tak, aby
bylo mozné ponoftit elektrody a teplomér. Kadinka byla titrovana roztokem dusi¢nanu stii-
brného a byly zaznamenany hodnoty napéti vzdy po 0,5 ml ptidavku. Obsah soli byl vy-

pocten z druhé derivace.

4.3 Texturni profilova analyza

Vzorky byly déle podrobeny texturni profilové analyze pomoci analyzatoru textury TA.XT
Plus. Ze stfedu syru byly vykrojeny tfi valcové vzorky o priméru 35 mm a vySce 20 mm.
Pro kompresni test se pouZila cylindrickd sonda o priméru 50 mm a vzorek byl stlacen
025 % plivodni vysky. Ze zatézové kiivky se odecetla hodnota tvrdosti jako maximalni
sila ziskand méfenim kompresniho testu. Kohezivnost vzorku se vypocitala jako podil
ploch pikli druhého a prvniho kompresniho cyklu. Poslednim parametrem je lepivost, ktera

je definovana jako prace pottebna k odtrzeni sondy od povrchu vzorku.

4.4 Mikrobiologicky rozbor

Pomoci mikrobiologického rozboru byl u kazdého vzorku stanoven celkovy pocet mikro-
organismt, pocet mezofilnich laktokoki a streptokokli, pocet bakterii mlééného kvaseni

a dale pocet koliformnich bakterii a enterokokli pro sledovani sekundarni kontaminace.
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Mikrobiologicky rozbor byl proveden ve spolupraci s Ustavem inZzenyrstvi ochrany Zivot-

niho prostiedi, Fakulty technologické.

Z kazdého syru bylo steriln¢ odebrano 5 g vzorku ke kvantitativnimu kultivaénimu vyset-
feni. Ke vzorku bylo piidano 45 ml fyziologického roztoku a smés byla ulozena do homo-
genizatoru po dobu 3 minut. Poté byla pfipravena fada desetindsobného fedéni a kazda
zkumavka byla dikladné promichana na vortexu. Na povrch kultivac¢nich pad bylo odebi-
rano 100 ul vzorku metodou roztéru z kazdého fedéni. Mikrobiologickému rozboru bylo

také podrobeno syrové a pasterované mléko.
Pocet mikroorganismi se vypocital jako vazeny primér ze dvou po sobé jdoucich fedéni
podle nasledujiciho vzorce:

>C
V(ny +0,1n,)d

pocet mikrorganismi =

2. C—soucet kolonii ze v§ech ploten

V — objem inokula o¢kovaného na kazdou z ploten[ml]

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

d — faktor fedéni odpovidajici prvnimu pro vypocet zvolenému fedéni
Vysledkem je stanoveni poctu KTJ — kolonie tvoficich jednotek, v 1 g (ml).

Pro stanoveni celkového poctu mikroorganismti byla pouzita neselektivni zivna piida PCA
(Plate Count agar) a misky byly kultivovany aerobné pti 30 °C po dobu 48 hodin. Pro sta-
noveni po¢tu mléénych kokii byla zvolena ptida M17. Kultivace probihala pii 37 °C
po dobu 48 hodin za aerobnich podminek. Pro stanoveni poc¢tu mlécnych ty¢inek byla pou-
zita arbitrazni ptida MRS agar (De Man, Rogosa a Sharpe agar). Inokulované plotny se
inkubovaly anaerobné pii 30 °C 48 hodin. Pocet koliformnich bakterii byl stanoven pomo-
ci kultivace na selektivné diagnostické puadé¢ EA agar (Endiiv agar) pfi teploté 30 °C
po dobu 48 hodin aerobné. Pro stanoveni enterokokti byl pouzit SB agar (Slanetz-Bartley)

a kultivace byla provedena pii 37 °C po dobu 48 hodin aerobng.

4.5 Stanoveni obsahu biogennich aminu

Nejprve byla provedena extrakce pomoci kyseliny chloristé. Vzorek syru byl rozmixovan
a lyofilizovan. K 1 g lyofilizatu bylo ptiddno 10 ml kyseliny chloristé. Smés byla promi-

chana na vortexu a tfepana na tfepace po dobu 40 minut. Poté byl vzorek odstfedén
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a ke vzniklému supernatanu bylo ptidano 7 ml kyseliny chloristé a promichéno. Cely pro-
ces byl jest¢ dvakrat opakovan a nakonec byl supernatan prefiltrovan a nepipetovan

do mikrozkumavek.

Po extrakci se provedla derivatizace vzorku. Ke vzorku bylo pfiddino 100 pl
1,7 - heptandiaminu o koncentraci 500 mg/I jako vnitifniho standardu. Poté bylo odpipeto-
vano 1 ml do derivatizaéni nadobky a pfidano 1,5 ml karbonatového pufru s pH
11,1 — 11,2. Poté se ptidaly 2 ml Cerstvé pfipraveného roztoku dansylchloridu. Vzorek byl
protiepavan v temnu po dobu 20 hodin. Nésledné bylo ke vzorku ptiddno 200 pl prolinu
a tfepano dalsi hodinu. Po uplynuti stanovené doby se k vzorku ptidalo 5 ml heptanu
a vzorky se 3 minuty ru¢né tfepaly. Poté se odpipetoval 1 ml heptanové vrstvy do vialky.
Vzorky se odpaftily pod proudem dusiku do sucha a suchy odparek byl ziedén 1,5 ml ace-

tonitrilu.

Takto ptipraveny vzorek byl jesté prefiltrovan pies stiikackovy filtr s porozitou 0,22 um
a davkovan do chromatografického systému. Vysledky byly hodnoceny pomoci Chromele-

on, méteni probihalo pii vinové délce 254 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Zakladni chemicka analyza

5.1.1 Stanoveni obsahu suSiny

U modelovych vzorkt syrt v pribéhu zrani bylo provedeno stanoveni obsahu suSiny. Vy-

sledky jsou uvedeny na Obrazku ¢. 4.
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Obrazek €. 4: Vyvoj obsahu suSiny u modelovych vzorki syrti v pribéhu zrani

Z grafu lze vycist, Ze primérny obsah suSiny v pribéhu celého zrani byl u vSech vzorkl
srovnatelny a pohyboval se okolo 55+0,66 %. V pribéhu zrani byl pozorovan vyvoj obsa-
hu suSiny, nedochazelo ale k vyznamnym zménam jak v ramci vzorkli samotné Sarze, tak
ani mezi modelovymi SarZemi. Po 14 dnech zrani byl zaznamenan u vSech vzorki nartst
susiny, ale po 28 dnech doslo, kromé kontrolniho vzorku k mirnému poklesu. Po 56 dnech
zrani doslo opét k poklesu susiny u vSech vzorkd. Po 84 dnech doslo k nartstu suSiny
u vSech vzorki, kromé vzorku D. Mirny narist suSiny lze ocekavat kviili odpafovani vody
a casteCnému vysychani syrt, jelikoz nebyly pouzity nepropustné obaly. Nejvétsi rozdil

byl zjistén mezi prvnim a poslednim odbérem v 84. dnu u vzorku P, ktery obsahuje pouze
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producenta biogennich amint, nikoliv degradéry. U tohoto vzorku do$lo k narGstu susiny
02,4 %. Naopak nejmensi narast byl zjistén u vzorku K, kdy doslo k naristu susiny
po 84 dnech zrani o pouhych 0,13 %. Tento vzorek obsahoval pouze zékladni smetanovy
zékys. U vzorku D, ktery obsahoval degradéra biogennich amini Lactobacillus casei
CCDM 198, doslo k poklesu susiny o 0,14 % a obsahoval tak nejmensi obsah suSiny

ze vSech vzorkl (52,94 %). Nejvyssi obsah susiny byl zaznamenan u vzorku P (56,78 %).

5.1.2 Stanoveni obsahu tuku

Dale bylo provedeno stanoveni obsahu tuku a stanoveni obsahu tuku v suSiné. Na Obrazku

¢. 5 je zobrazen obsah tuku u modelovych vzorkl v pribéhu zrani.
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Obrazek €. 5: Vyvoj obsahu tuku u modelovych vzorkl syrt v priabéhu zrani

Me¢tenim bylo zjisténo, Ze obsah tuku u modelovych vzorki se primérné pohyboval mezi
24,4 % - 25,4 %. Vysledky vSech modelovych Sarzi jsou srovnatelné, zaznamenany byly

rozdily u jednotlivych Sarzi v pribéhu zrani v obsahu tuku maximalné do 0,66 %.

V nasledujicim grafu (Obrazek €. 6) je vyobrazen obsah tuku v suSin€ v prubéhu zrani.
Modelové syry podle obsahu tuku v susiné patii mezi plnotucné syry (obsah tuku v susing

do 50 %), (Iburg, 2004). V priméru obsahoval vzorek K 45,7+0,05 % tuku v susiné, vzo-
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rek P 44,440,05 %, vzorek A 45,9+0,02 %, vzorek B 44,2+0,03 %, vzorek C obsahoval
45,14£0,03 % a vzorek D 45,4+0,02 %. Obsah tuku v susin¢ se u vSech vzorkti pohyboval
v rozpéti mezi 42,76 % - 46,79 %. Lze tedy konstatovat, ze béhem vyroby vSech modelo-
vych Sarzi byly zajistény vhodné podminky standardizace a vzorky jsou tak mezi sebou
porovnatelné i v dalSich sledovanych parametrech. Pfi detailngj$im srovnani méfenych
vysledkt lze fici, ze nejvétsi rozdil v naméfenych hodnotach se nachazel u vzorku
B po 14 dnech zrani, kdy doSlo k poklesu obsahu tuku o 2,33 % a u vzorku C o 2,87 %.
V ostatnich piipadech rozdil naméfenych hodnot neptesahl 1,5 %. Primérné hodnoty syr
se u jednotlivych vzorkli mirné liSily, coz mohlo byt zptisobeno ztratami tuku do syrovat-
ky, pti kterych dochazi pti zpracovani syfeniny (Fox, 2004). Z grafii je patrné,
ze v pribéhu zrani po dobu 84 dni nedochdzelo k vyraznym zméndm v obsahu tuku

a v obsahu tuku v su$in¢ u modelovych vzorki syrt.
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Obrazek €. 6: Obsah tuku v suSin€ u modelovych vzorki syri v pribéhu zrani

5.1.3 Stanoveni pH

V priibéhu zrani byl analyzovan vyvoj pH u modelovych vzorkl a vysledky jsou zazname-
nany v nasledujicim grafu (Obrazek ¢. 7). Dle Weiber (2007) syry holandského typu obsa-
huji na pocatku lisovani asi 1,4 % laktozy a jiz béhem 24 hodin je laktéza pomoci LAB

rozlozena na kyselinu mlécnou. K nejvétSimu okyseleni tedy dojde v prvni hodiné
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po vylisovani. Na zacatku tvarovani syieniny se pH zpravidla pohybuje v rozpéti 6,2 — 6,4.
Béhem lisovani je potieba, aby hodnota pH klesla na hodnotu 5,0 — 5,15. Pfi vys$si hodnoté

pH jsou syry zlutéjsi a tvoti se v ném vice ok (McSweeney, 2017).

ml.den O14.den E28.den FEI56.den M84.den

Obrazek ¢. 7: Vyvoj pH u modelovych vzorki syrii v prubéhu zrani

Hodnoty pH se u vzorku K pohybovaly v pruméru 5,1+£0,06, u vzorku P, A, C, D bylo pH
primérné 5,2+0,05 a u vzorku B byly hodnoty pH primérné okolo 5,34+0,09. Po 14 dnech
zrani doslo u vétSiny vzorki (K, A, B, D) k mirnému poklesu pH, coz bylo zptisobeno oky-
selenim vlivem kyseliny mlééné. V 28. dni zrani byl zaznamendn nejvetsi narast pH
uvzorku K, P a A. U vzorku B, C a D byl nejvétsi narist pH zaznamendn az v 56. dnu
zrani, v 84. dnu doslo opét k poklesu. Narast pH béhem zrani mohl byt zptsoben proteoly-
zou aminokyselin, kdy dochédzi k uvolnéni amoniaku, ktery ma zasadity charakter (Fox,

2004). Béhem zrani syrt vSak nedoslo k vyraznym zménam ve vyvoji pH.

5.1.4 Stanoveni soli

Déle bylo u modelovych vzorki provedeno stanoveni soli. Jelikoz se prvni odbér provadél
pred solenim syri, jsou v nasledujicim grafu (Obrazek ¢. 8) uvedeny pouze hodnoty

od 14. dne zrani. Primérné hodnoty obsahu soli u modelovych Sarzi nevykazovaly velké
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rozdily a primérny obsah soli u vSech vzorki byl 1,4+0,01 %. Nejvétsi rozdil hodnot mezi
jednotlivymi odbéry neptesdhl 0,11 %. Zjisténé vysledky obsahu soli potvrzuji vhodné
nastavené podminky vyroby vSech modelovych Sarzi. Faktory fyzikalné-chemické povahy
tak piisobily na vyvoj sledovanych parametri v obdobné intenzité, coz je podstatné pro
srovnani nejvyznamnéjSich sledovanych vlastnosti a déji v pribéhu zrani modelovych

Sarzi.
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Obrazek ¢. 8: Stanoveni obsahu soli u modelovych vzorkt syra v prubehu zrani

5.2 Texturni profilova analyza

Déle byla u modelovych vzorkli provedena texturni profilova analyza. Provedeno bylo
meéfeni tvrdosti, meéfeni kohezivnosti a méfeni lepivosti syrd. Hodnoceni tvrdosti v prubéhu

zrani je zaznamenano na Obrazku €. 9.

Z grafu je patrné, Ze tvrdost se u jednotlivych vzorkl nepravidelné ménila a také mezi mo-
delovymi Sarzemi se nachazely vétsi rozdily. Vlivem proteolyzy a rozpadu proteinové ma-
trice by béhem zrani mélo dochazet spise k postupnému poklesu tvrdosti (Fenelon, 2007).
V 84. dni zrani vSak byla (krom¢ vzorku A), u vSech vzorkli zaznamenéana vyss$i hodnota
tvrdosti oproti prvnimu dni, coZ neni v souladu s literaturou. Vyvoj textury syrt je kromé

hydrolyzy bilkovin zavisly naptiklad na aktivité vody, ktera mohla tvrdost syra také ovliv-
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nit. Ke zméndm v aktivit¢ vody dochazi prostiednictvim noveé vzniklych karboxylovych
kyselin a aminoskupin, které se uvoliiuji v disledku hydrolyzy peptidovych vazeb (Fox,

2007).
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Obrazek €. 9: Stanoveni tvrdosti u modelovych vzorki syrt v priib&hu zrani

Texturu také nepiimo ovliviiuje zvySené pH, které miiZze byt zpiisobeno uvolnénim slozek

zasadité povahy z aminokyselin (viz analyza pH po 84 dnech zrani na Obrazku €. 7).

Hodnoceni kohezivnosti je zndzornéno na Obrazku ¢. 10. Tento parametr by mé¢l, stejné
jako tvrdost, vykazovat klesajici charakter. Behem prvnich tydnt skladovani by mél byt
dle Skibsted (2010) trend pomalejsi, ale s rostoucim stupném proteolyzy (autor uvadi

10 tydnt) by mélo dojit k vétsimu poklesu kohezivnosti syri.

U vSech vzorki, kromé kontrolniho vzorku K, byl skute¢né klesajici trend zaznamenan.
K nejvétsSimu poklesu kohezivnosti za 84 dni doSlo u vzorku D (pokles o 0,1), ktery obsa-
hoval degradujici kmen Lactobacillus casei CCDM 198. U modelového vzorku K, ktery
obsahoval pouze zakladni smetanovy zakys, doSlo v pribéhu zrani k mirnym vychylkém,
ale na konci zréni byla kohezivnost stejna jako po prvnim dni vyroby (0,81). U ostatnich

vzorkl doslo k mirn€jsSimu poklesu kohezivnosti P (0,07), A (0,05), B (0,06) a C (0,05).
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Obrazek €. 10: Stanoveni kohezivnosti u modelovych vzorkl syrii v prubéhu zrani
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Obrazek €. 11: Stanoveni lepivosti u modelovych vzorkl syrti v pribéhu zrani

Z Obrazku €. 11 je jasné viditelné, ze lepivost se mezi jednotlivymi Sarzemi modelovych

vzorkll vyrazné liSila. Vyrazné rozdily v lepivosti syrt byly zaznamenany také pii praci
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s modelovymi vzorky a pii odbéru vzorkl. Z grafu Ize také vycist, Ze se lepivost v prib&hu
zrani u jednotlivych vzorkl zvySovala oproti 1. dni. Nejvetsi nartst lepivosti byl zazname-
nan u vzorku A (sila potebna k odtrzeni sondy od povrchu vzorku byla 9,99 N), ktery ob-
sahoval kmen bakterii Lactobacillus casei CCDM 422. Dale byla vysoka hodnota lepivosti
shledéna u vzorku B (5,74 N), ktery obsahoval kmen Lactobacillus plantarum CCDM 187.
Poté syr K (ktery obsahuje pouze zakladni smetanovy zékys) vykazoval lepivost 3,59 N
a vzorek P (ktery obsahuje producenta biogennich amint Lactobacillus casei CCDM 422)
lepivost 3,63 N. Vzorek C (degradujici kmen Lactobacillus plantarum CCDM 189) vyka-
zoval lepivost 2,47 N a vzorek D (degradujici kmen Lactobacillus casei CCDM 198) lepi-
vost 2,86 N. Dle dosazenych vysledkl by se dalo fici, ze lepivost syrti (mimo jiné faktory)

je zavisla také na pouzitém kmenu bakterii.

5.3 Mikrobiologicky rozbor

Pomoci mikrobiologické analyzy byly provedeny rozbory modelovych vzorkl na kvantita-
tivni stanoveni celkového poctu bakterii (CPM), mléénych laktokokil a streptokokt, bakte-
rii rodu Lactobacillus, enterokokii a koliformnich bakterii. Mikrobiologicky rozbor byl

pro kontrolu proveden i u syrového a pasterovaného mléka (Tabulka €. 2. a 3.).

Syroveé mléko [log KTJ/ml]

mezofilni
Oznaceni bakterie rodu Lacto- | koliformni bakte- | enteroko-
CPM | laktokoky a
mléka bacillus rie ky
streptokoky
K 421 3,73 2,71 2,19 0,96
P 4,16 3,74 2,34 0,00 1,56
A 4,51 3,64 7,33 3,06 2,73
B 4,13 2,86 2,10 3,15 2,04
C 4,36 4,45 2,30 2,10 3,36
D 4,46 3,37 2,34 3,46 0,00

Tabulka ¢. 2: Pocty mikroorganismi v syrovém mléce pro vyrobu modelovych

vzorku



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Pasterované mléko [log KTJ/ml]
mezofilni
Oznaceni bakterie rodu Lacto- | koliformni bak- | enteroko-
CPM | laktokoky a
mléka bacillus terie ky

streptokoky
K 2,34 1,86 0,00 0,00 1,26
P 2,71 1,26 0,00 0,00 0,00
A 2,07 1,66 0,00 0,00 0,00
B 2,46 0,00 0,00 0,00 0,00
C 0,00 0,00 2,86 0,00 0,00
D 1,66 1,91 1,26 2,00 0,00

Tabulka €. 3: Pocty mikroorganismi v pasterovaném mléce

Po srovnani obou tabulek je patrné, Ze v pasterovaném mléce se nachazelo vyrazné¢ méné
vegetativnich forem bakterii, tudiz se da fici, Ze pasterace byla U¢innd. V pasterovaném
mléce, az na vyjimky, nebyly detekovany zadné koliformni bakterie (kromé& vzorku K),
a zadné bakterie rodu Enterococcus (kromé vzorku D). Zarovein také doslo ke sniZzeni po-

¢tu mlécnych koki a mlécnych tycinek.

Vysledky z mikrobiologického rozboru syri jsou uvedeny v nasledujicich grafech. Obra-
zek €. 12 znazornuje celkovy pocet mikroorganismt pifitomnych v modelovych vzorcich
v pribéhu zrani. V prubéhu celého zrani nebyly u modelovych vzorki detekovany koli-

formni bakterie, které mohou zptisobovat pozdni dufeni syrt (vysledky nejsou uvedeny).
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Obrazek €. 12: Vyvoj celkového poctu mikroorganismti u modelovych vzorki

syri v pritbéhu zrani

Na obrazku mizeme pozorovat nepravidelny vyvoj bakterii u modelovych vzorki syri.
U vzorku K a P byl pozorovan pozvolny nartist CPM v prubéhu zrani. U vzorku K, ktery
obsahoval pouze zakladni smetanovou kulturu, bylo pfitomno po 84 dnech zrani nejméné
bakterii (8,78 log KTJ/g). Naopak u vzorku P, ktery obsahoval i producenta biogennich
amintl bylo pfitomno nejvice bakterii po 84 dnech zrani (10,64 log KTJ/g). U vzorki A, B
a C, které obsahovaly i degradéry biogennich amint doSlo nejprve ve 14. ¢i 28. dni zrani

k nartistu bakterii, ale poté pocet bakterii klesal.

Obrazek ¢. 13 znazoriuje vyvoj mléénych kokt. U vzorku P, A, B a C miZeme v pribéhu
zrani pozorovat mirny nariist a poté pokles poctu kolonii. U vzorku D doslo v poslednim
meésici zrani k nejvétsimu nardstu poctu kolonii. U vzorku K, u kterého nebyla pfidana
kultura produkujici biogenni aminy Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, byly

viditelné nejmensi vykyvy v poc¢tu mlécnych kok.
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Obrazek €. 13: Vyvoj mezofilnich laktokokt a streptokokti u modelovych vzorkt

syrii v pritbéhu zrani

Na obrazku ¢. 14 mizeme pozorovat vyvoj mléénych ty€inek, tedy bakterii rodu Lacto-
bacillus. Z grafu je viditelné, Zze u vzorku K a P doslo k nejvétsimu nartistu poctu kolonii
po 14 dnech zrani. U vzorku B, C a D doslo k mirnéjsimu nartistu. U vzorku A doslo
po 14 dnech k poklesu. V 84. dnu doslo u vSech vzorkl (kromé vzorku K) ke zvySeni po-
¢tu kolonii. Nejmensi pocet kolonii obsahovaly vzorky K a P, coZ jsou vzorky, u kterych
nebyly pfidany degradéry BA rodu Lactobacillus. Broadbent (2016) ve své publikaci uva-
di, Ze pocatecni pocet bakterii LAB v syru bézné¢ prekroci 9,00 log KTJ/g. K této hranici se
blizily pouze vzorky A, B, C a D, tedy vzorky, ke kterym bakterie rodu Lactobacillus byly
pfidany.

Obrazek ¢. 15 popisuje vyvoj enterokokll. U vzorku K se enterokoky vyskytovaly pouze
pii prvnim odbéru a poté uz nebyly detekovany. U vzorku P a A nebyly kolonie zazname-
nany béhem prvniho dne, ale poté se objevil znacny nartist bakterii a v 56. dnu zréni se
v poctu kolonii objevil velky skok. U vzorku B, C a D se kolonie objevily uz po prvnim

dni. Nejvétsi nartist byl zaznamenan po 14 dnech a nasledné pocty kolonii vzriistaly.
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Obrazek €. 14: Vyvoj mléénych ty¢inek u modelovych vzorkl syra v pribéhu

zrani
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Obrazek €. 15: Vyvoj enterokokii u modelovych vzorkl syrt v priabehu zrani
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I kdyz se v pasterovaném mléce nenachdzely zaddné kolonie enterokokli, v modelovych
syrech byl jejich vysoky obsah zaznamenan. Pfitomnost enterokokli mohla byt zpisobena
sekundarni kontaminaci pii vyrobé ¢i pfirozenou termorezistentni mikroflérou z mléka,
ktera ptezila pasteracni teploty. Vyskyt enterokoka v syrech vSak neni ojedinély. Bro-
adbent (2016) uvadi, ze po 3-4 mesicich zrani mohou hodnoty non-startérovych bakterii,
dosahnout az 7,00 — 8,00 log KTJ/g, i pfesto ze jejich pocatecni hodnota byla nizké (2,00
log KTJ/g). Nakonec jejich obsah muze prekrocit obsah LAB, které odumiraji vlivem mé-
niciho se prostfedi syru. Dle Foxe (2004) se v tradi¢nich, femeslnych syrech vyrabénych
ze syrového mléka vyskytuje az 7,00 log KTJ/g. Hodnoty enterokokti dosahovaly hodnot
az 10,67 log KTJ/g, coz byla nejvyssi hodnota zjisténa u syru B v 84. dnu zrani.

Pravé nezakysové bakterie, které jsou pfi¢inou sekundarni kontaminace, mohou vytvofit
nejvetsi obsah biogennich amind v syrech. U syrt v pokro€ilych stadiich zrani pifezivaji
i za nizké koncentrace laktozy a k zisku energie vyuzivaji aminokyseliny, coz miize vést

ke vzniku biogennich aminti (Zuljan, 2016).

5.4 Stanoveni obsahu biogennich amint

V modelovych vzorcich syrt byl v priabehu zrani stanoven obsah biogennich aminti. Cel-

kovy obsah biogennich amint je uveden na Obrazku ¢. 16.

Na obrazku miiZzeme pozorovat, Ze v modelovych vzorcich se nachazely vysoké koncentra-
ce biogennich amind a s pribéhem zrani se jejich obsah zvySoval. Vysoky obsah byl za-
znamenan 1 u vzorku K, ktery neobsahoval kmen produkujici biogenni aminy. Na produkci
biogennich amint se tedy pravdépodobné podilely non-startérové bakterie. Vzorek P, ktery
producenta obsahoval, vykazoval dle pfedpokladu nejvétsi narlst ve srovnani s ostatnimi
vzorky, prvni den po vyrobé€ a dale ve 14. a 28. dni zrani. Po 56 dnech se ale vice BA vy-
skytovalo u vzorku A, C a D, i kdyz obsahovaly degradujici kmeny. Po 84 dnech byl za-
znamenan vyrazny narast u vSech vzorkl. Vzorek A, piestoze obsahoval degradujici kmen,
dokonce piekrocil vzorek P, ktery obsahoval pouze producenta BA, nikoliv degradujici
kmeny. MlzZeme tedy fici, Ze producent biogennich aminit Lactococcus lactis subsp. cre-
moris CCDM 946, mél vysokou dekarboxylacni aktivitu a je tedy schopny vyrazné pro-
dukce biogennich amint. K vysoké produkci BA zcela jisté ptispélo i pH, které bylo pro
jejich vznik u syrit optimalni (McSweeney, 2017).
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Obrazek €. 16: Stanoveni celkového obsahu biogennich aminti u modelovych

vzorkl syrii v pribéhu zrani

I kdyZ se biogenni aminy v syrech vyskytovaly thned po prvnim dni vyroby, jejich koncen-
trace byly velmi nizké. Nejvétsi obsah biogennich aminli byl zaznamenan u vzorku A

po 84. dnech zrani a to 80,4 mg.kg™.

K produkci BA vyrazné piispély i bakterie rodu Enterococcus, jejichZ vysoky obsah byl
zjistén pifi mikrobiologickém vySetfeni (Obrazek €. 15). Gardin (2001) uvadi, ze Entero-
coccus faecalis produkuje podstatné mnozstvi tyraminu a fenylethylaminu v mléce a je

tedy charakterizovany znacnou aktivitou dekarboxylazy.

Mezi hlavni biogenni aminy, které se v syrech mohou nachazet, patii histamin, tyramin,
tryptamin, fenylethylamin, putrescin a kadaverin (Fox, 2014). VSechny tyto vyjmenované
BA byly v syrech nalezeny v riznych koncentracich a vysledky jsou uvedeny v nasleduji-
cich grafech. Obsah tryptaminu byl shledan pouze u vzorku K po 56 dnech zrani a to
v nizké koncentraci 1,3 mgkg” (vysledky tryptaminu proto nejsou uvedeny). Nasledujici

Obrazek €. 17 znazornuje obsah histaminu u modelovych vzorka v pribéhu zrani.
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Obsah histaminnu [mg/kg]
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Obrazek €. 17: Stanoveni obsahu histaminu u modelovych vzorki syrti v pribéhu

zrani

Histamin spolu s tyraminem patfi mezi nejvice toxické biogenni aminy (Sanli, 2015).
Z grafu lze vy¢ist, Ze vyssi obsah histaminu byl zjistén u vzorku K, P a A po 84 dnech zra-
ni. Hodnoty u viech modelovych vzorki neptekro¢ily hodnotu 6,8 mgkg” (vzorek A),
jedna se tedy o velmi nizké koncentrace. Pfedpokldda se, ze hodnoty vysSi nez

400 mg kg histaminu jsou $kodlivé pro zdravi (Alvarez, 2014).

U vzorku K se histamin nevyskytoval po prvnim dni, poté vSak doslo k nariistu jeho obsa-
hu. Po 56 dnech byl zaznamenan pokles koncentrace, ale po 84 dnech opét doslo
k vyraznému naristu. Vzorek P, ktery obsahoval producenta BA, obsahoval nejvyssi kon-
centrace histaminu v 56. dnu zrani. U vzorku A byla nalezena nejvétsi koncentrace hista-
minu v 84. dnu, tudiZz mizeme fici, Ze degradér biogennich aminti Lactobacillus casei
CCDM 422, nemél vliv na degradaci histaminu. Naopak u vzorku B a C, doSlo v 84. dnu
zrani ke sniZzeni zhruba o polovinu. Na sniZeni koncentrace histaminu v syrech mél tedy
vliv kmen Lactobacillus plantarum CCDM 187 a Lactobacillus plantarum CCDM 189.
U vzorku D (aZ na obsah 2,5 mg.kg” po 56. dnech zrani) nebyly detekovany zadné hladiny
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histaminu. Lactobacillus casei CCDM 198 je tedy nejvhodnéjsi kmen, z hlediska testova-

nych kultur, pro odstranéni histaminu v pfirodnich syrech.

Fox (2004) ve své knize uvadi vysledky analyzy syru holandského typu, kdy bylo zjisténo,
ze teplota zrani syri, pH a koncentrace soli vyznamn¢ ovliviiuji schopnost bakterii produ-
kovat histamin. Po dvou tydnech zrani bylo v syru zji§téno 6,5 mmol.kg™" histaminu pii pH
5,39, zatimco pii pH 5,19 pouze 3,4 mmol.kg™. Z toho vysledku je patrné, Ze pravdépo-
dobné¢ zavisi 1 na malém rozdilu v hodnotach pH. Pokud si vezmeme pro srovnani napf.
vzorek A a C, u vzorku A bylo pH v 84. dnu zrani 5,21 mmol.kg". U vzorku C bylo pH
v 84. dnu 5,13 a obsah histaminu byl 2,1 mmol.kg™. Z toho plyne, Ze tvrzeni dle Foxe bylo
genni aminl v syrech niz§i. V naSem piipad€, byla vSak koncentrace u vzorku C niz§i

hlavn¢ z diivodu obsahu degradujiciho kmenu.

Vysoky obsah soli také dokaze ovlivnit produkci BA. Dle Foxe (2004) bylo v syru s obsa-
hem soli 4,8 % nalezeno 3,5 mmol.kg'1 histaminu, kdezto u syru s obsahem soli 2,6 %

pouze 2,1 mmol kg™
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Obrazek ¢. 18: Stanoveni obsahu tyraminu u modelovych vzorkl syri v priabéhu

zrani
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Dalsim dualezitym biogennim aminem v syrech je tyramin. Tyramin dokaze vyvolavat
tzv. syrovou reakci, ktera se po pfijmu nadmérného mnozstvi projevuje hypertenzi a bo-

lestmi hlavy (Sanli, 2015).

Z grafu je jasn¢ viditelné, ze kromé vzorku P, se obsah tyraminu v pribéhu neustale zvy-
Soval. Nejvetsi obsah, stejné jako u histaminu, byl nalezen u vzorku A po 84 dnech zrani
(55,7 mmol.kg™). Hodnoty byly asi desetinisobn& vysii, nez hodnoty histaminu. Nejmensi
obsah se vyskytoval u vzorku K se zdkladni smetanovou kulturou a také piekvapivé
u vzorku P, ktery obsahoval producenta BA. K produkci tyraminu tak zfejmé vyrazné pti-
sp¢la sekundarni mikrofléra, nezli samotny producent. Z vysledki plyne, ze zvolené kultu-
ry nemély pravdépodobné vyznamny vliv na degradaci tyraminu v pfirodnich syrech.
Po prvnim dnu vyroby je sice u degradujicich kment vidét mirny pokles BA (po 14 dnech
1u vzorku A a D), avSak se nejedna o zavratné niZ§i hodnoty. Vzhledem k naristani obsa-
hu BA v pribéhu zrani by se dalo fici, Ze aktivita degradujicich kmenti v priabéhu zrani
klesala. Mohlo jiz také dochézet k jejich odumirani a nahrazeni jejich populace non-

startérovymi mikroorganismy.

Kromé¢ tyraminu se u modelovych vzorkl nachéazely také vyssi hladiny sperminu. Vysled-

ky jsou uvedeny na Obrazku €. 19.

Na obrazku mlizeme pozorovat, ze nejvyssi obsah sperminu obsahoval vzorek K a P. Hod-
noty sperminu u vzorku K doséhly po 84 dnech zrani 21,1 mmolkg' a u vzorku
P 19,9 mmol kg™ Degradujici kmeny viak na sniZeni koncentrace sperminu v syrech mély
vy$§i vliv nez na obsah tyraminu. U vzorku B a D dos$lo k mirnéjSimu poklesu, avSak
uvzorku A a C doSlo k vyraznému poklesu. Nejvetsi pokles v obsahu sperminu byl za-
znamenan po 84 dnech zrani u vzorku C. Tedy kmen Lactobacillus plantarum CCDM 189
mél z testovanych kultur nejvétsi vliv na sniZeni koncentrace sperminu v piirodnich sy-

rech.
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Obsah sperminu [mg/kg]

Obsah putrescinu [mg/lkg]
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Obrazek €. 19: Stanoveni obsahu sperminu u modelovych vzorka syrii v pritbéhu

zrani
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Obrazek ¢. 20: Stanoveni obsahu putrescinu u modelovych vzorki syra v prabéhu

zrani
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V modelovych vzorcich byl dale zaznamenan obsah putrescinu. Z grafu miizeme vycist,
7e nejvétsi obsah byl zaznamenan u vzorku P (19,3 mmol.kg™), ktery obsahoval producen-
ta biogennich aminti. Muzeme tedy fici, ze Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946,
je schopen vyrazné produkce putrescinu. U vSech vzorku, které obsahovaly degradujici
kmeny, bylo zaznamendno vyrazné snizeni koncentrace putrescinu. Nejmens$i snizeni
v 84. dnu probéhlo u vzorku B (Lactobacillus plantarum CCDM 187). Vyrazného snizeni
bylo dosazeno u vzorku A a C (Lactobacillus casei CCDM 422 a Lactobacillus plantarum
CCDM 189). K nejvétsimu snizeni doSlo u vzorku D (Lactobacillus casei CCDM 198),
(1,6 mmol.kg") a tato kultura tedy méla nejvétsi vliv na snizeni obsahu putrescinu

v syrech.

V niz§ich koncentracich byl u modelovych vzorkii zaznamenan 1 kadaverin (Obréazek 21).

[0
4

~N

SR

(%]

IS

Obsah kadaverinu [mg/lkg]

2
]
1 I
0 7
K P C D

M1l.den O14.den E28.den [F56.den [@84.den

Obrazek €. 21: Stanoveni obsahu kadaverinu u modelovych vzorki syri v

prabéhu zrani

Maximalni hodnoty byly dosazeny u vzorku K v 84. dnu zrani (7,7 mmol.kg™"). Vysokych
koncentraci bylo také dosaZeno u vzorku P v 56. dnu zrani (6,5 mmolkg™) a v 84. dnu
doglo k poklesu (5,5 mmol.kg™). Stejné jako u putrescinu mél nejmensi vliv na sniZeni

koncentrace kadaverinu kmen Lactobacillus plantarum CCDM 187, tedy vzorek B.
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U vzorku D byl kadaverin detekovan pouze po 56. dnu zrani v koncentraci 1,5 mmol.kg™.
Lactobacillus casei CCDM 198 byl tedy vhodny nejenom pro odstranéni histaminu a sni-
zeni hladiny putrescinu. Z testovanych kultur byl také nejvhodnéjsi pro odstranéni kadave-
rinu ze syrd. Nizké hodnoty kadaverinu po 84 dnech byly shledany také u vzorku A
(1,2 mmolkg™") a C (1,4 mmol.kg™).

V nizkych koncentracich byl u modelovych vzorkl déle detekovan fenylethylamin (Obra-
zek ¢. 22). Maximalni koncentrace bylo dosazeno u vzorku K jiz po 14 dnech zrani
(4,70 mmol.kg™"). Vzorek P obsahoval po 84 dnech 3,70 mmol.kg" fenylethylaminu.
U vsech vzorkt, které obsahovaly degradujici kmeny, doslo po 84 dnech zrani ke snizeni

koncentrace, oproti vzorku P. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u vzorku D.

Obsah fenylethylaminu [mg/lkg]

B1l.den O14.den ®@28.den E56.den [@84.den

Obrazek ¢. 22: Stanoveni obsahu fenylethylaminu u modelovych vzorkt syri v

prabéhu zrani
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ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na pozorovani vlivu protektivni kultury bakterii se schop-
nosti degradace biogennich aminii u syrt holandského typu v pribéhu 84 dna zréni.
V teoretické Casti byla struéné popsdna technologie vyroby ptirodnich syri
s nizkodohtivanou syfeninou, déale charakteristika biogennich aminii véetné jejich vlivu
na lidsky organismus a moznosti ochrannych opatieni pro zajisténi kvality a bezpecnosti
syra.

V praktické ¢asti byla provedena vyroba modelovych vzorki s riznymi kmeny BA degra-
dujicich bakterii. Byl proveden skladovaci experiment po dobu 84. dni a v prib&hu zrani
byly odebirany vzorky. U vSech vzorkl byla provedena zékladni chemicka analyza (stano-
veni suSiny, obsah tuku, pH, a obsah soli), mikrobiologicky rozbor, texturni profilova ana-

lyza a stanoveni biogennich amint.
Byly zjistény nésledujici vysledky:

— u modelovych vzorkli doslo po 84. dnech zrani k mirnému nartstu obsahu susiny,
diky odpatovani vody,

— obsah tuku se u vSech vzorkl pohyboval v rozmezi 24,4 % - 25,4 %,

— standardizace obsahu tuku byla provedena optimaln¢ u vSech modelovych Sarzi,
obsah tuku v susin€ se pohyboval v rozpéti mezi 42,76 % - 46,79 %,

— behem zrani nedochézelo u vzorkt k vyraznym zménam v hodnotach pH,

— obsah soli se u modelovych vzork neménil, primérny obsah soli u v§ech vzorkl
byl 1,4+0,01 %,

— v pribéhu zrani byla zaznamenana zvysujici se tvrdost a lepivost syrti, kohezivnost
syri naopak klesala,

— pocet mlécnych kokl vykazoval nejprve nartst kolonii, ale zhruba v poloviné doby
zrani doSlo k poklesu, obsah mlé¢nych ty€inek nartstal,

— byl zjistén silny narast bakterii rodu Enterococcus, koliformni bakterie nebyly
v pribéhu zrani syra detekovany

— producent biogennich aminti Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, ma
pravdépodobné vyraznou schopnost produkce biogennich aminli v redlnych pod-
minkach syra,

— testované kultury mély vliv na snizovani obsahu histaminu, sperminu, putrescinu,

kadaverinu a fenylethylaminu,
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— Lactobacillus casei CCDM 198 je nejvhodnéjsi kmen, z hlediska testovanych kul-
tur, pro odstranéni histaminu, putrescinu, kadaverinu a fenylethylaminu v pfirod-
nich syrech,

— Lactobacillus plantarum CCDM 189 ma z testovanych kultur nejvétsi vliv na sni-
zeni koncentrace sperminu,

— testované kultury nemély vyrazny vliv na snizeni tyraminu.
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