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ABSTRAKT

Disertatni prace se zabyva mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou
v syrech zrajicich pod mazem (olomouckymi tvarizky) a stanovenim biogennich
amina (BA).

Cilem prace bylo stanoveni vlivu sledovanych faktort (doby skladovani, tvaru,
ro¢niho  obdobi, skladovaci teploty, vyrobnich fazi) na mikroorganismy
s dekarboxylazovou aktivitou a na mnozstvi biogennich aminl. Vzorky syrd byly
odebirany v prubéhu vyroby, na konci doby trvanlivosti pii dvou riznych skladovacich
teplotach (5 °C, 20 °C) a nasledné po 66 dnech skladovani pfi dvou riznych teplotach
(5 °C, 20 °C).

U syra zrajicich pod mazem byl prokazan nartst sledovanych mikroorganismu
béhem skladovani, mezi 40. az 50. dnem skladovani dochazelo vsak k postupnému
poklesu. Po 66 dnech skladovani syri zrajicich pod mazem pfi rizné teploté¢ bylo
statisticky prokdzdno, Ze sledované mikroorganismy byly ovlivnény teplotou
skladovani.

Vliv tvaru vyrobku (ty¢inky vs. Kolecka) nebyl prokazan (P > 0,05) u poctu
enterokokd, Brevibacterium linens a E. coli, u zbyvajicich mikroorganismt (kvasinky a
plisné, celkovy pocet mikroorganismii a bakterie mlééného kvaSeni) se hodnoty
prikazné lisily. V piipad¢ tvard tyCinek dosahovaly pocty mikroorganismt vyssich
hodnot. Ani u jednoho ze sledovanych mikroorganisma nebyl statisticky prokazan vliv
umisténi zracich vozikl v susarn¢.

Obsah tyraminu v syru béhem vyroby a skladovani rostl. Primérna hodnota
obsahu tyraminu na konci vyroby (11. den) byla 380 mg-kg™, na konci expirace (po 42
dnech od zahajeni vyroby) vSak dosahovala jiz 900 mg-kg'l. Na rozdil od histaminu,
jehoz obsah se béhem celého experimentu vyznamné neménil.

Vliv teploty skladovani byl prokdzan (P < 0,05) u vSech sledovanych BA kromé
histaminu, kde po 66 dnech skladovani ode dne vyroby nebyl statisticky prukazny rozdil
(P > 0,05). Hodnota sumy BA dosaZena na konci doby trvanlivosti byla 4139 mg-kg™.
Teplota skladovani a stafi vzorku tvofily nejvice zastoupenou cast z vysvétlené

variability u syru zrajiciho pod mazem ze vSech sledovanych faktord.

Kli¢ova slova: biogenni aminy, zrajici syry, bakterie mlécného kvaseni, bakterie rodu

Enterococcus



ABSTRACT

Dissertation thesis deals with the decarboxylase activity of microorganisms and the
determination of biogenic amines (BA) in smear ripened cheeses (called ,,Olomoucké
tvaruzky*). The aim of the study was to find out the influence of these factors (storage
periods, shape, season, storage temperature, production phases) on the microorganisms
with decarboxylase activity and the amount of biogenic amines. Cheese samples were
collected during the production, and also at the end of the expiration period at two
different storage temperatures (5 °C, 20 °C) followed by 66 days of storage at two
different temperatures (5 ° C, 20 °C). For smear ripened cheeses, an increase was
proved in the monitored microorganisms during the storage but a gradual decrease was
detected between 40™ and 50" day of storage. After 66 days of storage of smear
ripened cheeses at different temperatures. Storege temperature significantly affected (P
< 0,05) counts of the tested mikcoorganisms. The influence of the product shape was
not proved (P > 0.05) regarding counts of enterococci, Brevibacterium linens and E. coli
, in the remaining microorganisms (yeasts and molds, the total number of
microorganisms, lactic acid bacteria), the values differed significantly (P > 0.05). In the
case of shape of bars, the microorganisms reached higher values. The influence of the
location of ripening trucks in the dryer was not statistically proved in the monitored
microorganisms (P > 0.05). Tyramine content increased during the production and
storage. The average value of tyramine content reached 380 mg-kg™ at the end of
production (11" day), while at the end of expiration (42 days after the start of
production) was up to 900 mg-kg™. Histamine, content was not significantly changed
during the experiment (P > 0.05). The influence of storage temperature was established
(P < 0.05) in all studied BA except histamine. Sum of BA, reached 4139mg kg at the
end of the shelf life. From all monitored factors storage temperature and age of the

cheese accounted for the most of the explained variability in smear ripened cheeses.

Keywords: biogenic amines, ripened cheeses, lactic acid bacteria, bacteria of the genus

Enterococcus
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1 UVOD

Za biogenni aminy (BA) povazujeme nizkomolekularni bazické dusikaté latky,
které vznikaji nejen v potravinach a potravinovych surovinach nejcastéji dekarboxylaci
aminokyselin piisobenim bakterialnich dekarboxyla¢nich enzymu (Komprda, 2004).

Stanoveni hodnoty biogennich aminli v potravinach je dilezité pro vyhodnoceni
mozného rizika alimentarni intoxikace pfi pfijmu velkého mnozstvi potravin s vysokym
obsahem BA. Vysoky obsah BA mize zpusobit zavazna onemocnéni (zvySeni krevniho
tlaku, bolesti hlavy, krvaceni do mozku aj.).

Stanovit toxikologicky limit je obtizné, protoze obsah biogennich amind
V potravinach ovliviiuje spousta vnitinich i vnéjSich faktori ( pH, teplota a doba
skladovani, obsah soli aj.). Je dilezZité sledovat pocty mikroorganismi vyznacujici
se dekarboxyldzovou aktivitou a také mnozstvi BA obsaZenych v potraving, ale zaroven
I vliv vnitinich i vné&j$ich faktort, které mohou do zna¢né miry ovlivnit mnozstvi BA
V potraving.

U fermentovanych potravin jsou BA jejich pravidelnou a hlavné pfirozenou
soucasti, jejich vysoky obsah v potravinach je vSak nezadouci, a proto se snazime
vysokému obsahu BA v potravinach predchdzet napt. pouzitim mikrobidlnich kultur bez

dekarboxylac¢nich enzymii, upravou doby skladovani, pH atd.



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo stanovit u vzorkli syri zrajicich pod mazem pocty
mikroorganismit (MO) se zaméfenim na mikroorganismy vyznacujici se
dekarboxylazovou aktivitou (Enterococcus a bakterie mlécného kvaSeni) a zjistit vliv
vybranych faktorti (doby skladovani, tvaru vyrobku, ro¢niho obdobi, skladovaci teploty,
vyrobnich fazi) na obsah MO ve vzorku.

Dale bylo cilem stanoveni mnozstvi biogennich aminti (BA) a zjisténi vlivu
sledovanych faktord (doby skladovani, tvaru vyrobku, ro¢niho obdobi, skladovaci
teploty, vyrobnich fazi) na obsah BA ve vzorcich.

Dil¢imi cili bylo stanoveni dekarboxyldzové aktivity u vybranych izolati

bakterii rodu Enterococcus a LAB (bakterii mlé¢ného kvasent).
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Mléko

Mléko je produkt mléénych zldz samic savci v obdobi laktace. Zakladnim
ukolem mléka je zdroj vyzivy mladd’at v prvnich dnech laktace, v tomto piipade
mluvime o tzv. mlezivu ¢i kolostru. Tento druh mléka je produkovan prvnich par dni po
porodu mléadéte, obsahuje protilatky a vitaminy potfebné pro ziskani potiebné imunity
(tzv. pasivni imunita). Toto mléko neni vhodné pro pouziti v potravinafstvi, patii mezi
mléka tzv. nezrala. V potravinafstvi se pouzivaji mléka patiici do skupiny tzv. mlék
zralych, nejCastéji byva vyuzivano mléko kravskeé (tab.1).

Tab.1 Priblizné slozeni mléka (WALSTRA, 2006)

Slozka Primérny obsah Rozsah ? Primérny obsah
v mléce (%o w/w) (% wiw) v suSiné (% w/w)

Voda 87,1 85,3 88,7 -

SuSina bez tuku 8,9 7,9-10,0 -

Tuk v susiné 31 22 - 38 -

Laktoza 4.6 3,8-5,3 36

Tuk 4 25-55 31

Protein ° 33 2344 25

Kasein 2,6 1,7-35 20

Mineralni latky 0,7 0,57 -0,83 5,4

Organické kyseliny 0,17 0,12-0,21 1,3

Ruzné 0,15 - 1,2

Poznamka: Typické pro mléka niZinnych plemen
a) Tyto hodnoty jsou ziidka piekroceny, napi. v 1 az 2 % vzorki oddélenych dojenim zdravych krav
s vyjimkou mléka a mleziva ziskaného kratce pfed porodem.

b) Nebilkovinné dusikaté slou¢eniny nejsou souéasti dodavky.

11



Pozadavky na mléko, mlééné vyrobky, mrazené krémy, jedlé tuky a oleje jsou
stanoveny ve vyhlaSce Ministerstva zemédélstvi 77/2003 Sb. a v zékonu ¢.110/1997
Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych
souvisejicich zakonl, ve znéni zdkona ¢.119/2000 Sb. a zakona ¢. 146/2002 Sb., a
v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi, pro mléko a mlécné vyrobky, mrazené
krémy a jedlé tuky a oleje. Mlécné vyrobky jsou clenény na druhy, skupiny a
podskupiny

3.1.1 Mikrobiologie mléka a mlé¢nych produkti

MIéko a mlécné vyrobky ptedstavuji vhodné prostfedi pro rist mikroorganismd,
které svou metabolickou ¢innosti mohou ovlivnit negativné, ale i pozitivné biologickou
hodnotu vyrobku (Griger a Holec, 1990). Mikroorganismy obsaZené v mléce mohou
zpusobit rizné zmény, jez jsou zavislé predevsim na druhu mikroorganismu a také na
sloZzce mléka, kterou konkrétni mikroorganismy rozkladaji.

Mléko od zdravych dojnic obsahuje maly poget mikroorganismé (10'-
10°v 1 ml). Po nadojeni dochazi k vyraznym zméndm v pivodnim sloZeni
mikroorganismi, a to zejména v disledku kontaminace rtizného ptivodu (ovzdusi, dojici
zafizeni, vemeno, ruce pracovnikil, voda, hmyz apod.)

Pro mikrobiologické hodnoceni mléka se nejCastéji vyuzZivaji jako ukazatele:
celkové pocty mezofilnich mikroorganismi, pocet psychrotrofnich mikroorganismi,
pocet koliformnich bakterii a poCty enterokoku, kvasinek a plisni ¢i pocty sporulujicich
bakterii (Havlova a kol. 1993). Celkovou hygienu ziskdvani mléka charakterizuje
hodnota celkového poctu mikroorganismtii (CPM), jednd se o indikator znecisténi
z hlediska manipulace s mlékem, nedodrzeni hygieny ¢i poruseni fetézce chlazeni. Za
limitni hodnotu se povazuje 100 000 KTJ/1 ml mléka. Tento tidaj ndm ovSem nesdéli
nic o vyskytu ptipadnych patogennich mikroorganismt v mléce. Jeden s patogentl, ktery
se muze vyskytovat v tepeln¢ neosetfeném mléku, je Listeria monocytogenes, ten se
tepelnym zahfevem inaktivuje. Mléko nebo jiné mlékarenské vyrobky mohou byt
nasledn¢ sekundarné kontaminovany L. monocytogenes, a to nejcastéji pii nedodrZeni
sanitaéniho ¥adu a pfi selhani kontroly vyroby za pomoci HACCP (Svirdkova a kol.

2008).
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Mikroorganismy obsazené v mléce mohou vyvoldvat rizné zmény, které zavisi
na druhu mikroorganismu a slozce mléka, na kterou ptsobi. Mléko uréené pro
potravinaisky primysl musi byt tepelné opracovano. Mezi nejcastéjsi zmeny, které
mohou vyvolat mikroorganismy v mléce patii zmény vzniklé fermentacni Cinnosti,
proteolyzou, lipolyzou, tvorbou alkalické reakce mléka, zmény barvy, aj. (Cempirkova
a kol.1993).

Proteolyzu mohou zpusobovat zejména bakterie rodu Micrococcus,
Streptococcus faecalis, nékteré druhy rodu Bacillus, Pseudomonas, Serratia,
Alcaligenes, Clostridium, Flavobacterium.

Sladovou a karamelovou chut’ zptisobuji mikrokoky a Bacillus subtilis, hotkou
chut Pseudomonas fluorescens, Streptococcus liquefaciens, mikrokoky, Mucor,
Penicillium, kovovou ptichut’ Lactococcus lactis, Leuconostoc — pii nizkych teplotach.
Rybi pachut’ byva vyvolana Pseudomonas ichtiosmia.

Barevné zmény, napf. modrani mléka zpusobuje Pseudomonas cyanogenes,
Zloutnuti mléka, fluorescence - Pseudomonas fluorescens, ¢ervené skvrny zpusobuje
Serratia marcescens.

Srazeni mléka a tvorbu plynu zpusobuje E. coli, Enterobacter aerogenes,
Clostridium butyricum a kvasinky rodu Candida. Zluknuti mléka zptsobuiji lipolytické
mikroorganismy Pseudomonas, Proteus, Alcaligenes, Bacillus, Micrococcus,
Clostridium, plisn¢ a kvasinky (Gorner a Valik, 2004).

V ptipad¢ biogennich aminil v€etné tyraminu nebyva vyskyt v cerstvém mléce a
nefermentovanych mléénych vyrobcich vysoky méné jak 1 mg/kg (Greifova a kol.,
2003). U syrt mize byt naopak mnozstvi biogennich amind, pfedev§im tyraminu a
histaminu vysoké (Kalac a kol., 2005; Komprda a kol., 2007).

Mikroorganismy vyskytujici se v mléce patfi mezi neopomenutelnou slozku,
maji negativni, ale i1 pozitivni vyznam. Mluvime-li o negativhim vyznamu, jedna se
pifedevSsim o mikroorganismy syrového mléka a to jak o patogenni, tak technologicky
Skodlivé, jde-li o pozitivni vyznam mikroorganismii jednd se pfedevSim o vyuziti
uslechtilych mikroorganismi, tzv. mlékarskych kultur.

I kdyz se pasteraci v mléce ni¢i vSechny vegetativni formy mikroorganismii,
neznici se ¢ast sporogenni mikroflory, kterd ma schopnost piezit nepiiznivé tepelné
vlivy a plisobi negativné pii vyrobnim procesu. Do takto upravené suroviny se pak

zavadeji v dalsi ¢asti vyrobniho procesu tzv. uzite¢né mikroorganismy ve formé ¢istych
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mlékatskych kultur. Jejich ukolem je vyvolat v mléce, vlastné v celém dal§im vyrobnim
procesu fermentaci, nutnou K vyrobé masla, syri a ostatnich vyrobkid, nebo zajistit
témto vyrobklim potfebny ochranny ucinek latkami, které vznikaji pti vyrobnim procesu
pomoci mikroorganismii.

Definice Cistych mlékatskych kultur: Jedna se o kli¢ové vyrobni prostiedky,
kterymi se do suroviny ( mléka, smetany, syrovatky ), zbavené vSech patogennich
i pokud mozno nezadoucich a technologicky Skodlivych mikroorganismt vibec,
zavadéji vybrané ucelové zaméfené druhy specifickych mikroorganisma, aby byl jimi
vyvolan a zaji§tén spravny prubeh vyrobniho procesu a dosazeno zadouci jakosti
vysledného vyrobku ( Teply, 1960). U nés se zacaly Cisté mlékatrské kultury pouzivat
Vv poslednich letech 19. stol.

Funkce kultur ve vyrobé jednotlivych druhGt mléénych vyrobkil je rGzna. V
zasadé vSak lze rozdélit funkci Cistych mlékarskych kultur do nékolika skupin podle
zakladniho ucelu, ke kterému ve vyrob¢ slouzi:

a) kysaci funkce

b) zrani

c) dieteticko - 1é¢ebna funkce

Kysaci funkce Cistych mlékatskych kultur spociva v tvorbé kyseliny mlécné,
¢imz vznika kyselé prostiedi. Pro prokysavaci ¢innost se pouzivaji napt. Streptococcus
cremoris, Str. lactis.

Zrani mlé¢nych vyrobku zalezi jednak na pusobeni Cistych mlékatskych kultur,
jednak na chemickych zménach a také zména koloidniho stavu. Pribéh zrani vyrobku je
posouzen jejich chuti, vini, konzistenci a vzhledem.

Dieteticko- 1écebna funkce mléka spociva v tom, ze mléko jako potravina pisobi
proti civilizaénim chorobdm a vlivim pracovniho prostfedi. Pokud se jedna o
vyzivovou stranku mléénych vyrobkli vyrdbénych za pouziti Cistych mlékaiskych
kultur, jde o pfeménu bilkovin mléka ve straviteln¢j$i formy a o tvorbu vitamin,
zvlaste vitamind skupiny B.

Mikroorganismy cistych mlékaiskych kultur tvoii bakterie, kvasinky a plisné.
Rist mikroorganismi je podminén pfisunem zivin, ptistupem vzduchu, chemickym i

fyzikéalnim prostfedim, vhodnou teplotou, pottebnym stupném vlhkosti.
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Typy cistych mlékatskych kultur:

- kultura zakladni

- kultura jogurtova

- kultura acidofilni

- kultura kefirova

- kultura syraiské — doplitkové kultury syratfské — kultura propionova

- kultura mazova

Miékarenské startovaci kultury mulzeme rozdélit déle na dva typy
homofermentatitvni a heterofermentativni. V ptfipadé homofermentativniho kvaseni
dochazi bud’ k tvorbé kyseliny mlééné (pf. Lactococcus lactis sp. lactis), nebo k tvorbé
kys. mlécné a dalsich chutovych latek (pf. Lactobacillus delbruecki spp.bulgaricus).
zatimco u heterofermentativniho kvaseni dochdzi k tvorbé kys. mlécné a octové (pf.

Leuconostoc mesenteroides sp. cremoris).

3.2 Mlé¢né produkty

Za mlécny vyrobek povazujme potravinu vyrobenou zpracovanim mléka.

2.2.1 Pramyslovy tvaroh

Primyslovy tvaroh je hlavni surovinou pro vyrobu olomouckych tvartzku.
Vyrabi se z Setrné pasterovaného odtu¢néného mléka pomoci kyselého sraZeni, a to
vyhradné za pomoci MO (smetanova kultura, termofilni zakys) bez tcasti syfidel. Po
dosazeni hodnoty 110 -120 SH se koagulat vychladi, aby nedochézelo k dalSimu
rozkladu laktézy. Po wvylisovani syrovatky se hmota pomele a udusa do

polyethylenovych pytll a posype kuchyniskou soli ( LukaSova a kol., 2001).
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3.2.2 Syry

Syry jsou plnohodnotnou potravinou. Obsahuji vSechny podstatné slozky mléka
pii snizeném obsahu vody, pficemz bilkoviny ziskavaji v prabéhu zpracovani chut
a stravitelnost. Syrem rozumime mlécny vyrobek vyrobeny vysrazenim mlécné
bilkoviny z mléka pisobenim syfidla nebo jinym vhodnym koagulacnim Ccinidlem,
prokysavanim a odd€lenim podilu syrovatky.

Existuje mnoho druht syrt. Jejich zékladni rozd€leni vyplyva z vyhlasky
77/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy
a jedlé tuky a oleje. Zékladni rozdéleni syrd je na pfirodni, tavené a syrovatkové.
Ptirodni se dale d€li na podskupiny: nezrajici terminované, zrajici, zrajici pod mazem,
zrajici v celé hmot¢, s plisni na povrchu, s plisni uvnitt hmoty, dvouplisiiové, v solném
nalevu a jako posledni podskupina jsou uvedeny syry podle konzistence ve vztahu
k vodé¢ a tuku prosté suSin€ na extra tvrdé, tvrdé, polotvrdé polomé&kké a mekké. Dalsi
klasifikace ptirodnich syrit byva podle obsahu tuku v susiné (vysokotucné, plnotucné,
polotucné, atd.) nebo podle technologickych znaki, druhli mléka, typu zrani.

Béhem zrani syrt bézi tii hlavni biochemické procesy glykolyza, lipolyza a
proteolyza, které se podileji na finalni struktuie chuti a viné. Podminkou vzniku
toxického mnozstvi BA v syrech je proteolyza, kterd je pfi zrani syri povazovana za
proteolyze se podileji nativni proteazy z mléka, protedzy zakysovych kultur, enzymy ze
syfidel, proteazy kontaminujici mikroflory a hlavné bakterie startovacich kultur (Greif a
kol., 2006).

Vyznamnou fazi vyroby syri jejich zrani. Témét vSechny mladé syry maji velmi
podobné sloZeni bilkovin, tuku a cukrii. Jejich typické senzorické vlastnosti vznikaji az
pri fermentaci. Nejdilezitéjsi ¢asti zrani syra je fermentace bilkovin. U mladych syrt se
uskutecniuje pusobenim proteolytickych enzymt bakterii mlééného kvaseni pouzitych
pfi jejich vyrobé.

Chut’ syrti také vyznamné ovliviiuji aminokyseliny. Pfi hlubokém zrani jsou
aminokyseliny dale metabolizované, coz je vyznamné piedevSim u syrt zrajicich pod
mazem, na tvorbé aromatu se zde podili ptedevsim Brevibacterium linens.

Pii zrani syrG jsou preménovany samoziejmée i ostatni dilezité latky jako je

mlécny tuk, dochazi ke zménam popelovin a zménam obsahu vody. V pribéhu zrani se

16



vlivem vysuSovani méni ay a SPolu s ni se méni i fyzikalni, chemické a mikrobiologické
parametry syri (Gorner a Valik, 2004).

Startovaci bakterie a non-startovaci mlééné bakterii pfispivaji k vzhledu,
aromatu a vyvoji syri. Dulezité je zachovat vysokou uroven hygieny a porozumét
pozadavkiim typického povrchu flory (Guarcello a kol.,2005). Vysledky studie
Bunkova 2013 ukazuje, ze BA a PA se vyskytuji v syrech zcela bézn¢, a to miize
predstavovat vazné riziko pro naSe zdravi.

Z vyzivového hlediska syr obsahuje vSechny nezbytné aminokyseliny (AMK),
zvlasté lysin, ktery v rostlinnych bilkovinach chybi. Tuk v syru je bohaty na vitaminy
A, E. Syr se vyznacuje vysokym obsahem mineralnich latek ptedevsim Ca také velkym

mnozstvim stopovych prvkii (Sustova, 2008).

3.2.2.1 Syry zrajici pod mazem

I pro vyrobu syrii se pouzivaji startovaci kultury, které hraji dalezitou roli pii
rozvoji typické chuti a vliin€ a dévaji unikatni vlastnosti ur¢itému druhu syra ¢i jinym
mléénym produktim. Povrch natéru zrajicich syru, jako je Tilsit, Limburg, Romadur,
Chaumes a kyselych tvarohovych syri je pokryt vrstvou kvasinek a bakterii (Eliskases-
Lechner a kol., 1995; Bockelmann, 2002; Brennan a kol., 2002).

Rust kvasinek je dualezity pro vétSinu syrd zrajicich pod mazem (Guarcello
a kol., 2005). Debaryomyces hansenii je nezbytné pro odkyseleni, a tim i pro rozvoj
natéru bakterie (Bockelmann, 2002). Kluyveromyces marxianus a Candida krusei
piispivaji k textufe a vyvoji viiné u kyselych tvarohovych syri (Bockelmann a kol.,
2002). Také Geotricum candidum ptitomné na povrchu mékkych syra je dilezité pro
jejich vzhled a spravny rozvoj chuti (Spinnler a kol., 2001; Bockelmann a kol., 2003).
Syry s mazem na povrchu potfebuji pfimétenou vlhkost, aby byl podporovan rychly

rozvoj mikroflory a vytvoreni mazu (Sustova, 2008)

3.2.2.1.1 Olomoucké tvariuzky

Prvni pisemnd zminka se objevila v soupisu pozilstalosti z Olomouce z roku
1583, zde se poprvé objevuje pojmenovani tvarizky, az pozde¢ji doslo k rozsiteni nazvu

na olomoucké tvartizky. Proslavily se na vystavé ve Vidni vroce 1872. Evropska
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komise ptijala natizeni o zapisu do CHZO (Chranéné zemépisné oznaceni) dne 4. srpna
2010 Olomoucké tvartzky (Berankova, 2010). Pravé olomoucké tvartizky dnes Gspesné
vyrabi jedina spole¢nost A. W. spol. s.r.0 v Losticich od roku 1867.

Tvartizky tvoii samostatné odvétvi syrt zrajicich pod mazem vyrobeny jedna se
skupinu kyselych syri vyrdbénych z primyslového tvarohu (Cempirkova a kol., 1997).
Olomoucké tvarizky jsou odtuénény mékky syr zrajici pod mazem, vyrobeny z
netucného kyselého tvarohu. VyznacCuji se ojedinélou chuti, typickou vini a
zlatozlutym mazovym povrchem, zplisobenym mazovymi bakteriemi (Brevibakterium
linens a kvasinkami). Vyrabé&ji se z nesyfeného kyselého tvarohu, ktery je
charakteristicky svou drobivou strukturou a vysokou kyselosti. Pti vyrobé¢ se tvaroh drti,
promichava s NaCl a nechava se odleZet v zasobnicich. Smichanim tvarohové hmoty se
zracimi komponenty (uSlechtilymi mlékarenskymi kulturami a regulatory kyselosti)
a jejim naslednym mletim se pfipravi jemna tvarohova smés pro formovani. Formovaci
smés se vytvaruje do pozadovaného tvaru. Vzniklé polotovary se ukladaji na podlozky,
které se premisti do zracich mistnosti. Po prozrani probéhne tzv. omyti tvarizkl a
vytvoii se vhodné podminky pro dalsi stupeit zrani. Dochdzi k rozmnoZeni aerobni
proteolytické mikroflory, jejiz enzymatickou Cinnosti dochazi ke vzniku zlatozlutého

mazu tak typického pro olomoucké tvartizky (A.W. spol. s.r.o Lostice).
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Tab. 2 Charakteristika

(http://www.tvaruzky.cz/O-tvaruzkach.aspx)

tvaruzku béhem doby data minimalni

trvanlivosti

Stupen Zbyva do konce DMT (data minimalni trvanlivosti) vyznaceného na obale
zralosti
4 tydny (28 dni) 3 tydny (21 dnit) 2 tydny (14 dni) 1 tyden (4 dni)
Tvar bez deformace bez deformace mirné deformovany stfedné deformovany
Barva zlatozluta zlatozluta zlatozluta az oranzova oranzovozluta az
povrchu hnédooranzova
Priifez nazloutla zlata vrstva nazloutld zrala Zlatozluta zrald vrstva | Zlatozluta barva
lomu S vyraznym bilym vrstva s patrnym s nazloutlym jadrem V celém prufezu a
tvarohovym jadrem tvarohovym jadrem povrchu
Pruznost pevna mirné pruzna pruzna pruzna az mekei
omakem
Chut’ tvarohova mirné stitedné charakteristicka az
charakteristicka charakteristicka az pikantni
pikantni
Viiné tvarohova az jemné jemné sttedné charakteristicka | charakteristicka
charakteristicka charakteristicka,
tvarohova
J L) s Y ) &y

o) N
Al

=) )

!

A
®) ]

Brevibakterium linens (#dd Actinomycetales, ¢eled’ Brevibacteriaceae)

Tyto proteolitycké bakterie se vyznacuji tvorbou oranZovo-Cerveného barviva.

Jedna se o aerobni gram-pozitvni tyCinky rostouci v Sirokém rozmezi teplot (7 - 32°C) a

pH 6 az 9. Vyznacuji se dobrou toleranci na vyS$$i obsah soli, mohou dobie rist

I v medium obsahujici az 15% soli. Pouzivaji se pii vyrobé syru zrajicich pod mazem

(romadur, tvartzky..). Katabolickd aktivita této bakterie pii aerobnim zrani je

zodpovédna za tvorbu chuti. Je soucasti mazové kultury pii vyrobé olomouckych
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tvartizkd, kde roste v poc¢atku v koloniich po omyti se tzv. roztiraji po celém povrchu.
Vhodné prostfedi pro jejich rist je neutrdlni pH. Na zacatku zrani se hodnota pH
pohybuje okolo 5, zvyseni pH a dosazeni vhodnych podminek pro Brevibacterie zajisti
kvasinky. Deaminuji aminokyseliny uvolnéné z bilkovin na pfislusné ketokyseliny a

uvolnuji amoniak, ktery vnikd do hmoty syra a snizuje jejich kyselost.

Obr. 1 Brevibakterium linens
(https://www.google.cz/search?q=0br%C3%Alzek+brevibakterium&biw=1920&bih=9

36&tbm=isch&tho=u&source=univ&sa=X&ved=0CCEQsARgqFQoTCMXn50rExMcC
FURYFAodhmQF-A&dpr=1#imgrc=0BR6Lg16SckHiM%3A)

Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy. Cesky nazev dostalz po
schopnosti vétSiny druhli zkvaSovat monosacharidy a nékteré disacharidy, ptipadné
trisacharidy na etanol a oxid uhli¢ity (Silhankova, 2008). Kvasinky patii mezi dalsi MO,
které nachazeji své uplatnéni pii vyrobé syrl zrajicich pod mazem a syra s plisni na
povrchu zrajicich jsou soucéasti mazové kultury pti vyrobé olomouckych tvartzki.
Kvasinky zahajuji acrobni fazi zrani a v kratkém Gase jejich poéty dosahuji az 10°-
10%g. Po &ase jejich potty klesaji a nasledné se rozviji bakterialni slozka mazové
kultury nebo plisné. NejvyznamnéjSimi kvasinkami z pohledu zrani syrt jsou
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hanseni,
Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum candidum, Cryprococcus catenulata a Yarovia
lipolytica.

Kvasinky asimiluji laktaty, tvofi alkalické metabolity (NH3), produkuji potiebné
rustové faktory pro bakterie, piisobi lipolyticky a proteolyticky a riznymi metabolity
prispivaji k tvorbé aromatu téchto syrii (Gorner a Valik, 2004). Kvasinky proto nejsou
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jen doprovodnou mikroflorou zrani téchto syrti, ale ptsobi i jako kulturni
mikroorganismy potiebné pfi jejich zrani a tvorbé aromatu spolecné s Brevibacterium

linens a to hlavné na poc¢atku zrani.

3.2.2.1.1.1 Vady kyselych syrii (olomouckych tvariZkit)

Pi‘ed¢asné roztékani — je zpusobeno nékterymi MO s vysokou proteolytickou aktivitou

(Bacillus cereus nebo oospory).

Bila mazovitost — projevuje se bilym az Sedobilym mazem na povrchu (Oospora lactis).

Tvartizky tvrdnou neprozravaji a zapachaji.

Horknuti — vyvolavaji ho mikroorganismy rozkladajici bilkoviny.

Cernani — je zplsobeno vys$§im obsahem Zeleza a médi u priimyslového tvarohu.

(Lukésova a kol., 2000; Cempirkova a kol., 2007)

3.3 Biogenni aminy (BA)

Néazev biogenni aminy (BA) byl poprvé navrzen a pouzit Guggenheimem v roce
1920, ktery tak oznacil skupinu latek zésaditého charakteru ptirozené se vyskytujicich
v ptfirodé¢ a majicich zvlaStni vlastnosti. Dnes za biogenni aminy povazujeme
nizkomolekularni bazické dusikaté latky, které wvznikaji nejen v potravinach a
potravinovych surovindch nejcastéji  dekarboxylaci aminokyselin, plsobenim
bakterialnich dekarboxyla¢nich enzymi, aminaci nebo transaminaci aldehydii a ketoni.

(Komprda, 2004). Mezi BA tadime dnes asi 40 sloucenin, z nichZ nejzndméjsi jsou:

histamin, tyramin, dopamin, putrescin, kadaverin a jiné (Greif a kol.).
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Obr. 2 Chemicka struktura biogennich aminii (Loizzo, 2013)

Zakladni podminkou pro vznik biogennich aminl je pfitomnost aminokyselin

Vv daném substratu, pfitomnost mikroorganismu s dekarboxyldzovou aktivitou a vhodné
podminky po rust a mnozeni mikroorganismi (Fernandez a kol., 2007; Bover-Cid
akol., 2008). Mezi faktory, které ovliviiuji tvorbu BA u bakterii, patii teplota, pH
prostiedi, aero-anaerobidza, dostupnost uhliku (napt. glukozy) aj. (Greif a kol., 2006;
Gardini a kol, 2005; Bover-Cid a kol, 2008).
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Mikroorganismy vykazujici dekarboxylazovou aktivitu se mohou dostat do
potravin spontdnn¢, nebo by mohly byt obsazeny ve startovacich kulturach ptidavanych
zamérn¢ do potravin (Ladero a kol., 2012.; Silla Santos, 1996). Mezi casté producenty
BA patii bakterie mlééného kvaSeni a fada dalSich MO uvedenych v tab. 3. Produkce
biogennich amind je vlastnost specifickd spiSe pro urcité kmeny bakterii nez vlastnost
typicka pro dany druh, takze rizné kmeny téhoz druhu se mohou lisit v produkci BA
(Arena, Manca de Nadra , 2001; Kala¢ a Kiiz, 2002). Biogenni aminy mohou byt
produkovany i kmeny BMK, které se bézné vyuzivaji pro technologické ucely jako
startovaci kultury (Buiikova a kol., 2009).

Z pohledu BA délime potraviny na dvé skupin:y fermentované (pfipravované
nékterym z kvasnych procesti) a nefermentované (Kala¢ a Ktiz, 2002). Dalsi déleni BA
je podle chemické struktury na:

a) alifatické: putrescin (PUT), kadaverin (CAD), spermidin (SPD), spermin
(SPM) agmatin (AGM),

b) aromatické: tyramin (TYR) a fenyletylamin (PEA)

c) heterocyklické: histamin (HIS), a tryptamin (TRY)

(Komprda, 2005).
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Tab. 3 Vyznamné mikroorganismy produkujici biogenni aminy (Velisek, 2002)

Potravina Mikroorganismy Produkované aminy

Ryby Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, | histamin, tyramin, kadaverin, putrescin,
Hafnia alvei, Proteus Vulgaris, Proteus krabilis, | agmatin, spermin, spermidin
Clostridium perfringens, Enterobacter aerogenes,

Bacillus sp., Staphylococcus xylosus

S}'fry Lactobacillus buchneri,L. bulgaricus, L. plantarum, | histamin, kadaverin, putrescin, tyramin,
L. casei, L acidophilus, L. arabinosae, | tryptamin
Streptococcus Faecium, S mitis, Bacillus macerans,

propionibacterium sp.

Maso a masné Pediococcus sp., Lactobacillus sp., Pseudomonas | histamin, tyramin, kadaverin, putrescin,

sp., Streptococcus sp., Micrococcus sp., &eled’ | fenyletylamin, tryptamin

Vyrobky Enterobacteriaceae
Fermentovana Lactobacillus plantarum, Leuconostoc | histamin, kadaverin, putrescin, tyramin,
. mesenteroides, Pediococcus sp. fenyletylamin, tryptamin
zelenina
Fermentované Rhizopus  oligosporus,  trichosporon  beiglli, | histamin, kadaverin, putrescin, tyramin,
Lactobacilus plantarum tryptamin

produkty ze so6ji

Nékteré aminy jsou potiebné pro mnoho dulezitych funkci lidi i zvifat, jsou
pfitomny ve vSech Zivych organismech a jsou pro organismus nepostradatelné, ale
vysoka koncentrace téchto latek miize mit nezddouci ucinky. Neékteré BA plsobi jako
hormony, ale mnoho BA je povazovano za neurotransmitery nebo prekurzory pro
syntézu hormont, alkaloidd nebo jinych metabolitd (Halasz a kol.,1994; Shalaby, 1996;
Silla Santos, 1996). Putrescin a kadaverin mohou také reagovat s dusitanem za vzniku
karcinogennich nitrosamint (Askar a Treptow, 1996).

Pro negativni vliv BA na lidské zdravi je Zadouci, aby se tyto aminy
V potravinach vyskytovaly v minimalnim mnoZstvi (Karovicova a Kohajdova, 2005).
Data o histaminu a jeho intoxikaci jsou podcenovana, protoZze nemoc je snadno
zaménéna za alergické reakce (Silla Santos, 1996). U zdravych jedinci se nachdzi v
travicim traktu ochranny systém fungujici na zdkladé¢ enzyml HMT (histamin-N-
metyltransferaza), MAO (monoaminooxidaza) a DAO (diaminooxidéaza), které jsou do

jisté miry schopny redukovat mnozstvi BA. Pii vysoké konzumaci potravin s vys$Sim
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obsahem téchto latek mtize byt detoxifikacni ochrana nedostacujici, zvlasté u pacientd
uzivajicich l1é¢iva obsahuji jejich inhibitory nebo u alergikd, kteti patii také do rizikové
skupiny. Stanoveni hodnoty biogennich amini v potravinach je dulezit¢ pro
vyhodnoceni mozného rizika alimentdrni intoxikace pfi piijmu velkého mnozstvi
potravin s vysokym obsahem BA. Toxické davky je vSak obtizné stanovit. Velmi zalezi
na individuélnich rozdilech mezi lidmi a zastoupeni jednotlivych BA v potraving, na
mnozstvi potraviny, které bylo zkonzumovano (Komprda, 2006).

U nékterych BA mize jejich pfitomnost u vnimavych spottebitelii zpusobit
nékolik problémd, naptiklad nevolnost, respiracni tisn€, navaly horka, poceni, buSeni
srdce, bolest hlavy, jasné cervenou vyrazku, ustni paleni, hyper- nebo hypotenzi, jejichz
intenzita je zavisla na kvantitativnich a kvalitativnich rozdilech (Stratton a kol., 1991).
Vyssi mnozstvi BA mize vyvolat nezddouci psychoaktivni a vazoaktivni Ucinky.
Histamin, tyramin a fenyletylamin mize dosahnout vysSe uvedenych nezadoucich
ucinkl piimo. U skupiny polyaminti a diaminu kadaverinu byly za urcitych okolnosti
pozorovany 1 jejich pfiznivé ucinky jako je podpora regenerace a hojeni tkané (Bardocz
akol., 1993) Putrescin a kadaverin nevykazuji ptimé toxické ucinky, nicméné¢ mohou
zesilit toxické ucinky jinych amint (Halasz a kol., 1994; Silla a kol., 1996). Do skupiny
BA oznacovanych jako polyaminy patii putrescin, spermin a spermidin. S chemického
pohledu vsak putrescin fadi mezi diaminy.

Nékteré latky, jako je napiiklad alkohol, mohou sniZit aktivitu enzymd, které se
ucastni degradace BA v lidskych stfevech (Shalaby, 1996). Vzhledem k tomu, Ze syry
jsou Casto podavany s alkoholickymi napoji, jako je pivo nebo vino, dokonce i nizké
koncentrace BA v syrech mohou zptisobit nezadouci ucinky. Pivo a vino ¢asto obsahuji
vysoké mnozstvi BA, které by mohly zesilit negativni vliv BA v syrech na lidské zdravi
(Ancin-Azpilicueta a kol. 2008; Buiika a kol., 2012). Pokud jde o dopad BA na lidské

zdravi, nejvice nepiiznivych u¢inkd ukazuje histamin a tyramin (Shalaby, 1996).

3.3.1 Vyskyt biogennich amini v potravinach

U fermentovanych potravin jsou BA jejich pravidelnou a hlavné pfirozenou
soucasti. U nefermentovanych potravin jejich obsah indikuje mikrobidlni ¢innosti a
jejich mnozstvi mize byt pouZzito na posouzeni rozkladu konkrétni potraviny. Pfi

skladovéani potravin miize byt obsah BA ukazatelem jakosti vstupni suroviny, urovné
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hygieny béhem vyrobniho procesu a skladovani (Halasz a kol., 1994). U zivo€isnych
materiali se BA nejcastéji vyskytuji v mase, rybach a syrech. Syry mohou byt velmi
dobrym substratem pro produkci a kumulaci biogennich amind, hlavné tyraminu
(Greifova a kol., 2003; Roig-Sagués a kol., 2002).

V pfipad¢ biogennich aminli (vCetné tyraminu) nebyva v Cerstvém mléce a
nefermentovanych mlécnych vyrobcich jejich obsah vysoky, méné jak 1 mg/kg
(Greifova a kol.,, 2003). U syri mize byt naopak mnozstvi biogennich amini,
predevsim tyraminu a histaminu vysoké ( Kala¢ a kol., 2005; Komprda a kol., 2007) .

Mikroorganismy s vyznamnou tyrosin-dekarboxyldzovou aktivitou v syrech jsou
koliformni bakterie a enterokoky. Béhem procesu vyroby syrt jsou koliformni bakterie
inaktivovany, ale enterokoky jsou vice odolné vici teplu a kyselindm, mohou pfezit
a produkovat BA v syrech (Garg a kol., 1991: Giraffa a kol.,, 1997). Proteolyza,
vyskytujici se v prub&hu zrani syri, mize zvysit uvoliiovani aminokyselin z kaseinu ty
mohou byt postupné dekarboxylovany bakteridlnimi enzymy, coz vede k hromadéni
BA. V mnoha ptipadech byla akumulace BA pficitdna pfedevsim aktivité¢ nestartérové

mikroflory (Spizzirri a kol., 2013).

Tab. 4 Obsah hlavnich biogennich aminii u syru (Velisek, 2002)

Syry Obsah v mg. kg™ (nebo v mg. dm™)?

histamin | kadaverin | putrescin | spermidin | spermin fenyletylamin | tyramin | tryptamin

agmatin

Cheddar 0-1300 | 4-408 1-996 0-303 1-1500 | 0-300
Emmental s-2000 0-460 1-130 0-490 1-1000 | 0-210
Gouda 0-850 1-140 1-200 0-46 0-670 10-200
Eidam 0-88 s s $-320
Roquefort 0-4100 | 42-905 44-830 10-25 s-1350 | 10-1100

s = stopy

Pisobenim protedz a peptiddz piitomnych v syru dochézi k proteolyze kaseinu
atvorbé volnych aminokyselin a nasledné¢ BA, pficemz kazdy typ syra ma
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charakteristicky profil aminokyselin a BA, ktery vyplyva ze specifické degradace a
syntézy (Polo akol.,1985). Castou piiénou vyskytu BA v syrech je sekundarni
kontaminace mikroorganismli z piidané startovaci kultury (Roig-Sagués,2002). Syry
obvykle obsahuji jednotky az stovky mg/kg histaminu, tyraminu, putrescinu a
kadaverinu, jednotky az desitky mg/kg 2-fenyletylamin a velmi malé mnozstvi
tryptaminu (Silla-Santos, 1996). Obsahy BA vSak mohou vyjimeé¢né¢ dosahnout i
gramovych hodnot v 1 kg syra, coz zdvisi na oSetfeni vychozi suroviny a
technologickych faktorech, jako jsou teplota syfeniny, pouziti startovacich a plisnovych
kultur (Kala¢ a Ktizek, 1998). Hodnoty BA ukazuji, ze obsah amint se 1iSil v zavislosti
na vyrobnim procesu. Nejvyssich koncentraci dosahovaly tvrdé zrajici syry (Spizzirri a

kol., 2013).

3.3.2 Legislativni poZzadavky na limity BA

Do roku 2004 byly stanoveny legislativni limity pro nékteré BA v rybach,
syrech, pivu a vinu ve vyhlaSce MZd ¢. 298/1997 Sb. pro histamin 200 mg-kg‘1 uryba
rybich vyrobkii a 20 mg-kg™ u piva a vina, u tyraminu byl stanoven piipustny rezim 50,
100, 200 mg-kg™ &erveného vina a u syri. Od roku 2005 vstoupilo v platnost Nafizeni
Evropské komise (ES) €. 2073/2005 podle néhoz je novy hygienicky limit pro histamin
100 mg-kg™ v rybach a ve vyrobcich z ryb, a tento limit mize byt prekroten u dvou
z deviti vzorkii (z jedné Sarze) do hodnoty 200 mg-kg™. Povinnost vyznatovat obsah

BA na obalu legislativa neurcuje.

3.3.3 Moznosti stanoveni BA

Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost BA ma velky vliv na kvalitu a bezpe¢nost
potravin, byly v poslednich letech vyvinuty ruzné metody Kk jejich identifikaci a
kvantitativnimu stanoveni. Pro stanoveni BA se vyuzivaji rtizné chromatografické
techniky, jako je chromatografie na tenké vrstvé, plynovd chromatografie, kapalinova
chromatografie (LC), také se pouzivaji kapilarni elektroforetické metody (Spizzirri a
kol. ,2013)

Protoze mnohé aminy a jako takové nelze pifimo stanovit UV nebo

fluorescennimi, vétSina metod LC vyzaduje, aby aminy byly ptfed detekci
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derivatizovany (Innocente a kol., 2007; Chiacchierini a kol., 2006; Pereira a kol .,
2008). Byly také pouzity metody LC s elektrochemickou detekci (Favaro et al., 2007).
V posledni dob¢ byly schvaleny nové LC metody pro stanoveni BA v syru, ve
svétlem odparfovanym rozptylovym detektorem (ELSD) (Restuccia a kol., 2011). Hlavni
vyhodou je odstranéni derivatizace. Navic ELSD je cenové dostupnéjsi nez hmotnostni
spektrometrie a je kompatibilni se Sirokou skalou rozpoustédel mobilnich fazi (Spizzirri

a kol., 2013).

3.4 Mikroorganismy s dekarboxylazovou aktivitou

Mezi mlécéné bakterie, které mohou produkovat dekarboxyldzy a podilet se tak
na jejich vzniku, patii v mléce napf. druhy rodu Enterococcus, Bacillus, Clostridium,
Escherichia, Klebsiella, Photobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Schigella
a nékteré bakteric mlééného kvaseni (Lactobacillus, Pediococcus a Streptococcus )

nebo 1 probiotické a startovaci kultury (Sladkové a kol., 2007)

3.4.1 Bakterie mlé¢ného kvaseni (LAB)

Jedna se o skupina tvofenou 13 rody gram-pozitivnich bakterii Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera. Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Weissella . Sviij nazev ziskaly diky schopnosti fermentovat laktézu (a jiné sacharidy) na
kyselinu mléénou. Jsou to gram-positivni nesporulujici ty¢inky a koky, jsou to
nepatogenni bakterie (Pediococcus vyjime¢né zpusobujici hnilobu). Vyznamné se
podileji na chuti mléénych produkti a v nékterych ptipadech 1 na prodlouzeni jejich
trvanlivosti diky své schopnosti tvofit bakteriociny ¢i rast pii nizkém pH (do pH 3).
Fermentuji sacharidy na konec¢ny produkt kyselinu mléénou, ztoho divodu byly
oznaceny jako bakterie mlécného kvaseni (LAB). Muzeme je rozdé€lit do dvou skupin
(homo resp. heterofermentativni) podle kone¢nych produkti kvaseni. Jsou rozsifené
Vv piirod¢, najdeme je kdekoliv, kde se vyskytuje vysoka koncentrace cukrii, bilkovin a
vitaminti. Nachédzeji se béZzné¢ v mléce a mléénych produktech, fermentovanych
potravinach, silazi, intestinalnim traktu lidi a zvifat. Mnohé kmeny a druhy LAB jsou

vSeobecné povazovany za standardni MO v potravinadch. Chut’ a viné se u nékterych
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potravin nemize rozvijet bez zapojeni bakterii mlécného kvaseni. BMK jsou komeréné
vyuzivany v potravinafském primyslu z divodu tvorby chuti, viiné a prodlouzeni

trvanlivosti fermentovanych vyrobki (Spanova, 2009).

Obr . 3 Bakterie rodu Enterococcus

3.4.2 Rod Enterococcus

Enterokoky se bézn¢ vyskytuji v syrovém mléce a v mléénych vyrobcich (Garg
a Mital, 1991; Giraffa a kol, 1994). Mléko je idealnim zdrojem pro rast téchto
organismi (Gardini a kol., 2001). Enterokoky mohou byt pfitomny ve zna¢ném
mnozstvi Vv syfeniné a zrajicich syrech (Freitas a kol., 1996; Centeno a kol., 1996;
Cogan a kol., 1997). Mnoho experimentt zjistilo také jejich pfitomnost v pasterovaném
a UHT mléku (Garg a Mital, 1991). V ramci klinické studie bylo prokazano, Zze kmen
Enterococcus faecium CCDM 922 ma schopnost snizovat celkovy cholesterol, zejména
nezadouci frakci LDL, sniZovat obsah beta-D- glukuronidazy (Salakova, 2011).

Nejcastéji byvaji detekovany druhy Enterococcus faecalis a Enterococcus
faecium. Tento typ bakterii odolava pasteraci, mize rust pii 0 — 50 °C, pieziva teplotu
60 °C po dobu 30 minut (Shattock, 1963), v pfitomnosti 6,5 % soli. Jejich hlavnim
zdrojem je gastrointestindlni trakt clovéka a zvifat, proto jejich pfitomnost byva
oznacovana jako fekéalni znecisténi. Enterokoky jsou obecné povazovany za
mikroorganismy s vysokou dekarboxylazovou aktivitou, zejména ve vztahu k vzniku
kadaverinu a putrescinu (Suzzi a kol., 2003). Nékteré enterokoky se staly rezistentnimi
na antibiotika, jako jsou vankomycin-rezistentni Enterococci (VRE); existuje jen velmi
malo alternativnich terapii pro lidi, ktefi trpi infekci VRE (Franz a kol., 1999).

U néekterych enterokokl byly potvrzeny probiotické ucinky (Horackova, 2009).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.2 Syry zrajici pod mazem

Jako material byly pouzity syry zrajici pod mazem vyrabéné z priimyslového
tvarohu ve dvou riiznych tvarech (kolecka, ty¢inky). Odbéry byly provadény ve tfech
ro¢nich obdobich (zima, jaro, 1éto). Odbér vzorkt byl provadén vzdy v riznych fazich
vyrobniho procesu, pfi rizném umisténi zracich stojanti ve zracich mistnostech (jeden
stojan byl umistén co nejblize ke dvefim a druhy co nejdéle ode dveti), z téchto stojanli
byly vzorky odebrany vzdy ze tii mist (vrchni stfedni a spodni ¢ast stojanu). Déle byl
odbér vzorkd proveden na konci doby trvanlivosti pii dvou rtznych skladovacich
teplotach (5 °C, 20 °C) a nasledné po 56 dnech skladovani pii dvou rtiznych teplotach
(5 °C, 20 °C).

» Kolecka — syr zrajici pod mazem
sloZeni: tvaroh, stl max. 5,5 %, regulatory kyselosti E170, E5S00
vyzivova hodnota: 532 kJ/ 125 keal, bilkoviny - 29 g, tuku — 0,6 g,
sacharidy — 1 g, susina 33%, tuk 0,6 %
rozméry kolecek: primér 45 mm, vyska 11 mm, hmotnost 20g
hmotnost baleni: 100 g (5 ks)
minimalni trvanlivost uvedena na obale, vyrobce uvadi 35 dni
» Tyc€inky - syr zrajici pod mazem
sloZeni: tvaroh, stl max. 5,5 %, regulatory kyselosti E170, E5S00
vyzivova hodnota: 532 kJ/ 125 kcal, bilkoviny - 29 g, tuku — 0,6 g,
sacharidy — 1 g, susina 33%, tuk 0,6 %
rozméry ty¢inek: primér 20x20 mm, délkal00 mm, hmotnost 31,3 g
hmotnost baleni: 125 g (4 ks)

minimalni trvanlivost uvedena na obale, vyrobce uvadi 35 dni

30



Schéma odbéru vzorka

Cislo odbéru Faze vyroby Den odbéru
Odbér ¢. 1 pfijem tvarohu > 0. den
Odbér ¢. 2 nasoleni > 5. den
Odbér ¢. 3 formovani > 6. den
Odbér ¢. 4 suSeni a odvétrani > 7.—8.den
Odbér ¢. 5 zrani > 9.-11.den
Odbér ¢. 6 konec doby trvanlivosti (5 °C) —» 45. den
Odbér ¢. 7 konec doby trvanlivosti (20 °C) _— 45. den

Odbér ¢. 8  skladovani po skonceni doby trvanlivosti (5 °C) —>  66. den

Odbér¢. 9  skladovani po skonceni doby trvanlivosti (20 °C) ——»  66. den
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4.2 Metody

4.2.1 Mikrobiologické rozbory

4.2.1.1 Stanoveni Brevibacterium linenes Kultivacnim médiem M17 (Noack,

Rakousko)

Slozeni zivné pudy M17

Trypton 2,59/l
Maso-peptonovy agar 2,59/l
Sojo- peptonova moucka 59/l

Kvasniény extrakt 2,509/l
Masovy extrakt 5,00/
Laktoza 5,00/
Glycerolfosfat sodny 19,0 g/l
Siran hofecnaty 0,25 g/l
Kyselina askorbova 0,59/l
Bakteriologicky agar 15 g/l

Do sklenéné reagenéni lahve bylo navazeno laboratorni vahou (220A; Schoeller
instruments, Praha, CR) 57,2 g dehydratované pidy, ktera byla zalita jednim litrem
destilované vody, pida byla ponechana nabobtnat. Dale byla provedena sterilace
v autokldvu Sanyo MLS-3750/3780 (Schoeller instruments, Praha, CR) pii teploté 121
°C po dobu 20 minut. Po ukonceni sterilace byla vloZena reagencni lahev jiZ se sterilni
ptidou do vodni 1azné Julabo TW 20 (Schoeller instruments, Praha, CR) vytemperované

na teplotu 45 °C.

Kultivace

U vzorkli bylo po jejich homogenizaci (homogenizator Bagmixer 400, Fabrilabo,

Francie) nejprve provedeno dekadické fedéni (1 ml vzorku do 9 ml fyziologického

roztoku). Z ptislusného fedéni byl do Peteritho misek odpipetovan vzdy 1 ml vzorku.

Inokulum bylo zalito kultiva¢ni ptidou (M 17, Noack, Rakousko) ochlazenou na 45 °C.
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Po zatuhnuti byly naockované plotny inkubovany v termostatu (Sanyo,Schoeller
instruments, Praha, CR) pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Potvrzeni piitomnosti
bakterii rodu Brevibacterium bylo provedeno laktoperoxidazovym testem.

4.2.1.2 Stanoveni celkového poétu mikroorganismii podle normy CSN ISO 2293
Stanoveni celkového poctu mikroorganismu bylo provedeno na mediu Plate count agar

(PCA), (Noack, Rakousko).

Slozeni zivné pudy PCA

Trypton 5,00/l
Kvasniény extrakt 2,59/
Glukoza 1,09/l
Bakteriologicky agar 12,0 g/l

Do sklenéné reagen¢ni lahve bylo navazeno (laboratorni vaha 220A, Schoeller
instruments, Praha, CR) 20,5 g dehydratované pudy, kterd byla zalita jednim litrem
destilovan¢ vody, plda byla ponechdna nabobtnat. Dale byla provedena sterilace
(autoklav Sanyo MLS-3750/3780 Schoeller instruments, Praha, CR) pii teploté 121 °C
po dobu 20 minut. Po ukonceni sterilace byla vloZena reagencni ldhev jiz se sterilni
ptdou do vodni 14zn& (Julabo TW 20 Schoeller instruments, Praha, CR) vytemperované

na teplotu 45 °C.

Kultivace

U vzorkli bylo po jejich homogenizaci homogenizatorem (Bagmixer 400,
Fabrilabo, Francie) nejprve provedeno dekadické fedéni (I ml vzorku do 9 ml
fyziologického roztoku). Z piislusného fedéni byl do Peteriho misek odpipetovan vzdy
1 ml vzorku. Inokulum bylo zalito kultivacni pidou (Plate Count agar, Noack,
Rakousko) ochlazenou na 45 °C. Po zatuhnuti byly naockované plotny inkubovany
v termostatu (Sanyo,Schoeller instruments, Praha, CR) pii teploté 30 °C po dobu 72

hodin aerobné.
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4.2.1.3 Stanoveni celkového poctu bakterii mlécného kvaSeni (BMK) podle normy
CSN 1S0 13721

Stanoveni celkového poctu BMK bylo provedeno na mediu MRS (Noack, Rakousko)

Slozeni zivné pudy MRS :

Pepton 10,0 g/l
Masovy extrakt 10,0 g/l
Kvasniény extrakt 5,00/
Glukoza 20,0 g/l
Tween 80 1,08 g/l
Difosfat sodny 2,09/l
Octan sodny 5,00/l
Citrat sodny 2,09/
Sulfid hoi¢iku 0,2 g/l
Sulfid manganu 0,05 g/l
Bakteriologicky agar 15,0 g/l

Do sklenéné reagencni ldhve bylo navazeno (laboratorni vaha 220A, Schoeller
instruments, Praha, CR) 70,3 g dehydratované ptdy, kterd byla zalita jednim litrem
destilované vody, ptida byla ponechdana nabobtnat. Déle byla provedena sterilace
(autoklav Sanyo MLS-3750/3780 Schoeller instruments, Praha, CR) pfi teploté 121 °C
po dobu 20 minut. Po ukonceni sterilace byla vloZena reagencni lahev jiz se sterilni
piidou do vodni 1azné (Julabo TW 20 Schoeller instruments, Praha, CR) vytemperované

na teplotu 45 °C.

Kultivace

U vzorkt bylo po jejich homogenizaci (homogenizator Bagmixer 400, Fabrilabo,
Francie) nejprve provedeno dekadické fedéni (1 ml vzorku do 9 ml fyziologického
roztoku). Z ptislusného fedéni byl do Peteritho misek odpipetovan vzdy 1 ml vzorku.
Inokulum bylo zalito kultiva¢ni pidou (MRS, Noack, Rakousko) ochlazenou na 45 °C.
Po zatuhnuti byly naoCkované plotny inkubovdny v termostatu (Sanyo, Schoeller

instruments, Praha, CR) pfi teploté 30 °C po dobu 72 hodin anaerobné v anaerostatu.
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4.2.1.4 Stanoveni bakterii rodu Enterococcus

Stanoveni poctu enterokokli bylo provedeno na mediu Slanetz and Bartley

(Noack, Rakousko)

SloZeni zivné pudy Slanetz-Bartley:

Trypton 20,0 g/l
Kvasni¢ny extrakt 5,00/l
Glukéza 2,09/l
Difosfat sodny 4,0 g/l
Azid sodny 0,4 g/l
2,3,5- triphenyltetrazolium chlorid (TTC) 0,19/l
Bakteriologicky agar 15,0 g/l

Do sklenéné reagencni lahve bylo navaZeno (laboratorni vaha 220A, Schoeller
instruments, Praha, CR) 41,5 g dehydratované pudy, ktera byla zalita jednim litrem
destilované vody, ptida byla ponechana nabobtnat. Déle byla provedena sterilace
(autoklav Sanyo MLS-3750/3780 Schoeller instruments, Praha, CR) pii teploté 121 °C
po dobu 20 minut. Po ukonceni sterilace byla vlozena reagencni lahev jiz se sterilni
piidou do vodni 1azné (Julabo TW 20 Schoeller instruments, Praha, CR) vytemperované

na teplotu 45 °C.

Kultivace

U vzorkid bylo po jejich homogenizaci homogenizatorem (Bagmixer 400,
Fabrilabo, Francie) nejprve provedeno dekadické tfedéni (1 ml vzorku do 9 ml
fyziologického roztoku). Z ptisluSného fedéni byl do Peteriho misek odpipetovan vzdy
1 ml vzorku. Inokulum bylo zalito kultiva¢ni pudou (Slanetz and Bartley, Noack,
Rakousko) s ptidavkem suplementu TTC, ochlazenou na 45 °C. Po zatuhnuti byly
nao&kované plotny inkubovéany v termostatu (Sanyo, Schoeller instruments, Praha, CR)
pii teploté 37 °C po dobu 48 hodin aerobné. Po skonceni inkubace byly vypocitany

charakteristické kolonie (o priméru 2 mm, ¢ervenortuzové barvy s nadechem hnédé).
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4.2.1.5 Stanoveni plisni a kvasinek

Slozeni zivné pudy Chloramphenicol Glukose Agar (CHGA)

Glukdza 20,0 g/l
Chloramfenicol 0,19/l
Kvasniény extrakt 5,00/l
Bakteriologicky agar 15,0 g/l

Do sklenéné reagen¢ni lahve bylo navazeno (laboratorni vaha 220A, Schoeller
instruments, Praha, CR) 20,5 g dehydratované pudy, ktera byla zalita jednim litrem
destilované vody, pitida byla ponechdna nabobtnat. Déle byla provedena sterilace
(autoklav Sanyo MLS-3750/3780 Schoeller instruments, Praha, CR) pfi teploté 121 °C
po dobu 20 minut. Po ukonceni sterilace byla vlozena reagencni ldhev jiz se sterilni
pidou do vodni 1azné (Julabo TW 20 Schoeller instruments, Praha, CR) vytemperované
na teplotu 45 °C.

Kultivace

U vzorku bylo po jejich homogenizaci (homogenizator Bagmixer 400, Fabrilabo,
Francie) nejprve provedeno dekadické fedéni (1 ml vzorku do 9 ml fyziologického
roztoku). Z ptisluSného fedéni byl do Peteriho misek odpipetovan vzdy 1 ml vzorku.

Inokulum bylo zalito kultiva¢ni pudou (Chloramphenicol Glukose Agar, Noack,

Rakousko) ochlazenou na 45 °C. Po zatuhnuti byly naoCkované plotny inkubovany
Vv termostatu (Sanyo, Schoeller instruments, Praha, CR) pii teploté 25 °C po dobu 5 dni
aerobné.

4.2.1.6 Stanoveni E. coli

Slozeni zivné pudy Chromocult TBX

Trypton 20,0 g/l
Zlu¢ové soli 1,5 g/l
BCIG 0,075 g/l
Bakteriologicky agar 15,0 g/l
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Do sklenéné reagen¢ni lahve bylo navdzeno (laboratorni vaha 220A, Schoeller
instruments, Praha, CR) 9,18 g dehydratované pidy, kterd byla zalita jednim litrem
destilované¢ vody, ptda byla ponechdna nabobtnat. Dale byla provedena sterilace
(autoklav Sanyo MLS-3750/3780 Schoeller instruments, Praha, CR) pii teploté 121 °C
po dobu 20 minut. Po ukonceni sterilace byla vlozena reagen¢ni ldhev jiz se sterilni
piidou do vodni 1azné (Julabo TW 20 Schoeller instruments, Praha, CR) vytemperované

na teplotu 45 °C.

Kultivace

U vzorku bylo po jejich homogenizaci (homogenizator Bagmixer 400, Fabrilabo,
Francie) nejprve provedeno dekadické fedéni (1 ml vzorku do 9 ml fyziologického
roztoku). Z ptislusného fedéni byl do Peteriho misek odpipetovan vzdy 1 ml vzorku.
Inokulum bylo zalito kultiva¢ni padou (TBX agar, Noack, Rakousko) ochlazenou na
45 °C. Po zatuhnuti byly naockované plotny inkubovany v termostatu (Sanyo, Schoeller
instruments, Praha, CR) pii teploté 44 °C po dobu 18 az 24 hodin aerobng.

4.2.2 Testovani tyrosindekarboxylizové a histidindekarboxylazové aktivity
u izolovanych BMK, enterokoki a Brevibacterium linenes v dekarboxyla¢nim
médiu (DCM)

Pro testovani tyrosindekarboxyldzové a histidindekarboxylazové aktivity u
BMK, enterokokt a Brevibacterium linens byly zvoleny vzorky odebrané v letnim
obdobi. Ze vzorkd syri zrajicich pod mazem byly izolované kolonie, které byly na
Petriho miskach 3x pfecistény a nésledn€ inokulovany do tekutého dekarboxyla¢niho
média (DCM; podle autorit Bover- Cid a Holzapfel,1999; viz. nize ), které obsahovalo
1 9% disodné soli tyrosinu a volnou bézi histidinu. VSechny izolaty byly inokulovany
duplicitné v DCM s negativni kontrolou (inkubace DCM bez ptidani izolovanych
kolonii) a inkubovany 4 dny pii 37 °C. Izolaty byly vyhodnoceny jako DCM pozitivni v
béhem inkubace. Pfi dekarboxylaci aminokyselin se odstépi pfislusnd dekarboxylaza

z karboxylové skupiny aminokyseliny CO; za vzniku alkalického aminu a pozitivni
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vysledek se projevi zménou zbarveni indikatoru, coz je zpusobenou zménou pH

(Brooks a Sodeman, 1974).

Dekarboxyla¢ni medium

Trypton
Kvasni¢ny extrakt
Masovy extrakt
NaCl

Glukoza

Twenn 80

MgSQO,

MnSO,

FeSO4

Citrat amony
Thiamin

K,PO,

CaCO;
Pyridoxal-5-fosfat
Bromcresol pyrole
Agar

Pouzité aminokyseliny:

Disodna sl L — tyrozinu 1% (SIGMA)
Volna baze L-Histidinu (CALBIOCHEM)

5009/
5,00/l
5,00/
2,59/l
2,09/l
1,0 g/l
0,2 g/l
0,05 g/l
0,04 g/l
2,00 g/l
0,01 g/l
2,00 g/l
0,10 g/l
0,05 g/l
0,06 g/l
20,0 g/l

10 g/l
10 g/l

Do sklenéné reagenéni lahve na 1000 ml byly navazeny komponenty uvedené

vyse (kromé aminokyselin). Ziskana smés byla rozpusténa v litru destilované vody. Poté

byla smés vloZena do autoklavu Sanyo MLS-3750/3780 (Schoeller instruments, Praha,

CR), kde nasledné probéhla sterilace pii teploté 121 °C po dobu 20 minut. Po ukonéeni

sterilace byla reagencni lahev vlozena do vodni lazné (Julabo TW 20 Schoeller

instruments, Praha, CR), vytemperované na teplotu 45 °C. Po ochlazeni bylo pH smési

upraveno sterilnimi roztoky (0,1 M HCl a 0,1 M NaOH) na 7,4. Poté byly do reagen¢ni

lahve pfidany aminokyseliny pfedem rozpusténé v 0,1 mol/l sterilni HCI pfefiltrovany
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ptes filtr (Filter FFPT 2502-100-25mm) a opét bylo upraveno pH na 7,4 sterilnimi
roztoky 0,1M NaOH nebo 0,1 M HCI.

4.2.3 Konfirmace schopnosti izolati BMK, enterokoki a startovacich kultur

produkovat tyramin a histamin v DCM metodou HPLC

Po inkubaci v DCM byly vzorky centrifugovany pii 10.000 ot./min, 3 minuty pfi
4 °C (Hettich Universal 32R, Hettich, Némecko); 1 ml supernatantu byl smichan s 1 ml
0,1 M HCI a 20 pl vnitiniho standardu (1,7-diaminoheptan; Sigma-Aldrich), roztok byl
odstfedén na mini michadle MS2 Minishaker (IKA Werke, Némecko) a znovu
centrifugovan. Supernatant byl filtrovan pfes nylonovou membranu (13 mm, 0,45 pl,
Chromatography Research Supplies, Addison, USA) a tyramin a histamin byly
stanoveny metodou HPLC (viz. Kapitola 4.2.5.).

4.2.4 Rodova a druhova identifikace enterokokii pozitivnich v dekarboxyla¢nim

mediu

U izolati bakterii rodu Enterococcus, které byly pozitivni v dekarboxylacnim
mediu byla provedena rodova identifikace pomoci (PYRA-testu Pliva-Lachema, Brno,
Ceska republika) a druhova identifikace pomoci EN-COCCUStestu (Pliva-Lachema,
Brno, Ceska republika).

4.2.4.1 EN-COCCUStest

U identifikaci rodu Enterococcus byl nejprve proveden test na detekci aktivity
pyrrolidonylarylamidazy (PYRA-test), pro potvrzeni pfislusnosti k danému rodu.
Izolaty pfislusné k rodu Enterococcus byly déle identifikovany na soupravé EN-
COCCUStest.

Souprava EN-COCCUStest je urc¢ena pro rutinni druhovou identifikaci klinicky
vyznamnych zastupci rodu Enterococcus. Souprava obsahuje tfi mikrotitracni desticky
(kazda pro identifikaci dvanacti kmenti) se suSidlem. Dale ti1 PE sacky pro inkubaci, 36

formulaiti pro zaznam vysledkl a rdmecek desticky s vickem pro inkubaci. Pfiprava
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vzorku: izolované kolonie byly pfeockovany na zivnou pudu PCA (Noack, Rakousko)
a kultivovany pti 37 °C 24 hodin.

Piiprava desticky:

Byl nachystan prazdny ramecek s vickem poté byl otevien aluminiovy sacek a
vynata desticka. Pomoci skalpelu byl oddélen piislusny pocet fad odpovidajici poctu
testovanych kmenti. U vybranych fad panelu byla oddélena ochranna folie a tady
umistény do pfipraveného ramecku. Bakterialni suspenze ziskana z naSich izolatt byla
pred pouzitim dikladné promichana a byla inokulovana (0,1 ml suspenze do vsech
jamek ptislusného fadku desticky). Do jamek, kde bylo potiecba zajistit anaerobni
prostiedi byly ptidany dvé kapky parafinového oleje, aby zabranili piistupu vzduchu.
Réamecek snaockovanymi fadami byl uzavien do inkubacniho si&¢ku a EN-

COCCUStest byl vlozen do termostatu nastaveného na teplotu 37 °C po dobu 24 hodin.

4.2.5 Stanoveni biogennich amint/polyamint

Bylo navédzeno 10 g syrt zrajicim pod mazem (+ 1 mg) do 85 ml zkumavek,
piidano 0,5 ml vnitiniho standardu (1,7-diaminoheptan, koncentrace 1 mg/ml) a vzorky
byly extrahovany 2 minuty s 30 ml 0,1 M HCI. Suspenze byla centrifugovana (10
minut, 4 °C, Hettich Universal 32R, Hettich, Némecko). Supernatant byl filtrovan pies
papirovy filtr a pevny podil byl opét extrahovan. Spojené supernatanty byly doplnény
na 50 ml deionizovanou vodou a zfiltrovany pies jednorazovy nylonovy membranovy
filtr (13 mm, 0,45 ul, Chromatography Research Supplies, Addison, USA). Extrakt byl
derivatizovan dansylchloridem (5-dimethylaminonaphtalen-1-sulfonylchlorid, DCI).
Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 5 mg dansylchloridu v 1 ml acetonu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Derivatiza¢ni postup: k 1 ml extraktu ve vialkach
(nebo standardu) bylo pifidano 0,5 ml nasyceného Na,COs; + 1 ml derivatizacniho
¢inidla a smés byla promichana 1 minutu (MS2 Minishaker IKA, IKA Werke GmbH,
Staufen, Némecko). Derivatizace probihala 1 hodinu bez pfistupu svétla pii 40 °C, poté
bylo do vialek 0,2 ml NH3 smes byla ponechana 30 minut reagovat (amoniak zreagoval
se zbytkem dansylchloridu). Derivaty amint byly extrahovany diethyletherem (3 x 1
ml). Organicka faze byla odpatena dosucha pod dusikem a odparek byl rozpustén v 0,5
ml acetonitrilu (ACN). Roztok byl zfiltrovan ptfes nylonovy membranovy filtr 0,45 um a
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nastiiknut na chromatografickou kolonu. Biogenni aminy byly separovany na kolon¢
Zorbax Elipse XDB C18 (150 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) s pfedkolonou Meta
Gard ODS-2 (30 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) pii pratoku 0,8 ml min-1 pomoci
chromatografu HP 1100 (Agilent Technologies, Wilmington, USA) slozeného
z kvartérni pumpy (G1311A), vakuového degazeru (G1322A), autosampleru (G1313A)
a UV/VIS detektoru s proménnou vinovou délkou (G1314A). Separace po derivatizaci
DCI byla provedena pomoci gradientové eluce s H2O/ACN (¢as 0 — 23 minut: H20 35
—09%, ACN 65 — 100 %) s naslednou detekci pomoci fotometrického UV/VIS detektoru
pii 254 nm. Byly stanoveny nasledujici biogenni aminy: tyramin, histamin,
phenylethylamin, kadaverin a polyaminy: putrescin, spermidin a spermin. Separované
biogenni aminy byly porovnanim reten¢nich casti se standardem BA po derivatizaci
DCI (vSechny standardy BA byly dodany jako hydrochloridy, Sigma-Aldrich) a jejich
koncentrace po DCI derivatizaci byly vyjadieny v mg.kg-1 ptvodniho (Cerstvého)
vzorku (nikoli na kg suSiny) pro lepsi vyjadfeni podminek konzumace (Latorre-
Moratalla a kol., 2008). Koncentrace BA ve vzorku byla korigovana metodou vnitiniho
standardu (Komprda a kol., 2004).

4.2.6 Detekce genu kédujiciho bakterialni tyrozimdekarboxylazu

Nejdiive byla provedena izolace DNA pomoci purifikacni soupravy kolonek
podle navodu vyrobce (QIAGEN, Machery Nagel). Purifikovand DNA byla dale
uchovavana pii -20 °C. Polymerazovou fetézovou reakci (PCR) byla provedena
amplifikace fragmentu DNA o délce 1130 bp pomoci specifickych primera TD2 (5'-
ACATAGTCAACCATRTTGAA-3) a TD5 (5-CAAATGGAAGAAGAAGTAGG-3,
Coton a kol. 2003) s nasledujicim amplifikaénim programem v termocycleru MJ Mini
Personal Thermal Cycler (BIO- RAD Laboratories, Inc., USA): po¢ate¢ni denaturace
pii 95 °C 15 min, 32 cykli denaturace pii 95 °C 45 s, annealing primert pii 52 °C 45 s,
elongace pii 72 °C 75 s+ zé&vérecna elongace pii 72 °C 5 min. Pro detekci PCR
produktt byl ptipraven 1,5 % agarovy gel obarveny ethidium bromidem (0,5 pg/ml).
Elektroforetické déleni ziskanych fragmentti probihalo v roztoku 0,5 x TBE pufru (1 M
Tris, kyselina borita, 0,5 M EDTA) pii napéti 80 V po dobu 90 min. Nasledné byly PCR
produkty na gelu detekovany pomoci transiluminatoru (EB-20E Ultralum, USA) pod

UV svétlem a zaznamenany pomoci fotodokumentaéniho systému (Gel imager TM

41



Ultra-Lum, Inc., USA). Jako velikostni standard byl pouzit 100 bp ladder (New England
Biolabs, Anglie).

4.2.7 Pomocné analyzy

Ke stanoveni suSiny byla pouzita referencni metoda, jejiz princip je zalozen na
vysouSeni vzorku pii teplot¢ 102 + 2 °C do konstantni hmotnosti. VVzorek byl
nastrouhan byly odvazeny 3g do hlinikové misky a poté byl vysusen susili do konstantni
hmotnosti v susarné (Binder, Merck, Némecko).

Titracni kyselost byla kvatifikovana poctem ml odmérného roztoku NaOH (¢ =
0,25 mol.I™") pottebnych k neutralizaci 100 g tvarohu nebo syru na fenolftalein.

Stanoveni aktivni kyselosti bylo provedeno ve vodném vyluhu pomoci pH-metru
WTW pH 95 Microprocessor apparatus (Fisher Scientifie, Némecko). Vzorek byl
nastrouhan a bylo z n€j odvazeno 10 g do 50 ml kadinky, do které bylo pfidano 50 ml
destilované vody. Takto pfipraveny vzorek se nechal odlezet 30 minut a poté byla
hodnota zmétena pomoci pH metru.

Obsah chloridu sodného byl stanoven piimou titraci vodného vyluhu syru

dusi¢nanem stiibrnym o znamé koncentraci na chroman draselny jako indikator.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vliv testovanych faktori na poéty mikroorganismi

V ramci pokusu byly analyzovany syry zrajici pod mazem (olomoucké tvariazky),
unichz byly stanoveny celkové pocCty mikroorganismi (CPM), bakterie mlécného
kvaseni (BMK), enterokoky, bakterie E.coli, kvasinky a plisné¢ a Brevibacterium linens.

V ramci pokusu byl sledovan vliv nékolika faktorti: doba skladovani, tvar vyrobku,
vyroba a skladovani v riizném rocnim obdobi, vliv teploty a vliv rliznych vyrobnich

fazi, u nichZ bylo sledovano plsobeni na rist MO se schopnosti tvofit biogenni aminy.

5.1.1 Stafi vzorku (véetné doby skladovani)

Vliv staii (skladovani) vzorku na mnoZzstvi mikroorganismi byl jiZ mnohokrat
prokazan. U nami pouzitych vzorkd syrl zrajicich pod mazem byl prokazan narist do
40. az 50. dne skladovéni, poté dochdzelo k postupnému poklesu sledovanych MO
(obrazek 4). Pokles po¢tu BMK po 60 dnech zrani zaznamenal jiz Milesi a kol. (2009).
Bé&hem vyroby se do syrh zrajicich pod mazem ptidava mazova kultura, jejichz soucasti
je bakterie Brevibacterium linens, ktera se vyznamné podili na charakteru vyrobku,
proto jsou béhem vyroby upravovany podminky pro jeji rist. Vytvofeni vhodnych
podminek vysvétluje rychly narist Brevibakterium linens, které po 10 dnech od
zahajeni vyroby dosahovaly v nagem experimetu hodnoty 8,09 log KTJ g*. BMK na
konci doby trvanlivosti (42. den ode dne vyroby) dosahovaly primérné hodnoty 8,6 log
KTJ g™. Stejné hodnoty zjistila i Cwikova (2009) u eidamského typu syra po 26 dnech
skladovani tedy 8,06 log KTJ g'l. Martucelli a kol. (2005) po 30 dnech skladovani
nam&fil hodnotu 10,21 log KTJ g*. V experimentu autort Pintado a kol. (2008)
dosahovaly hodnoty BMK 9,0 log KTJ g™
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Obr. 4 Vyhodnoceni zavislosti poctu bakterii mlécného kvaseni (BMK), bakterii rodu

Enterococcus a Brevibacterium linens na stari vzorku, n = 695

N
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Y =3,1+0,17x- 0,0019%2,
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Prace Gardini a kol. (2001) potvrzuje, Ze hlavni biologickd funkce ovliviujici

tvorbu  biogennich aminti je rozsah a rust mikroorganismut, jako je E. faecalis,

vyznacujicich se aktivitou dekarboxylaz. Je nutné zddraznit, ze mikrobialni bunky

uvolni enzym a ten je zodpovédny za akumulaci BA, tvorba BA muze pokracovat

I v nepfitomnosti zivotaschopnych bunék (Bover-Cid a kol, 2001). Coz se potvrdilo

I v nasem experimentu, kde byly zjistény az zaporné koeficienty korelace mezi BMK a

BA (P < 0,001). Je obtizné najit pfimou korelaci mezi MO a obsahem BA v syrech,

protoze schopnost produkce aminl u riznych kmenl riznych bakterii se velice lisi

(Halasz a kol., 1994).
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Jednim z dal$i sledovanych mikroorganismi v nasem projektu byly kvasinky
a plisné (obrazek 5). Béhem vyroby a skladovani dochéazelo k postupnému riistu jejich
poctl, a to az do 40.- 42. dne, kdy dochazelo k postupnému odumirani sledovanych
MO. Kvasinky byly pfidany do vyrobku zdmérné béhem vyroby pro zajisténi vhodného
pH, jsou soucasti tzv. mazové kultury. Vysoké pocty NSLAB (ne-startérové bakterie
mlécného kvaseni), disponujicich dekarboxylacnimi enzymy, pozitivné koreluji
s vysokym obsahem BA v syrech (Buiikkova a kol., 2010; Fernandez a kol., 2007;
Martuscelli a kol., 2005).

Obr. 5 Vyhodnoceni zavislosti poctu kvasinek a plisni na stari vzorku, n = 695
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5.1.2 Vyrobni fize sledovaného produktu

Hodnota celkového po¢tu mikroorganismt (CPM) charakterizuje celkovou hygienu
ziskavanych vzorkl. Do syra zrajicich pod mazem se pridavaji mikrobiologické kultury,
které jsou pro jejich vyrobni proces nepostradatelné, jejich rist a vyvoj je nezbytny pro
charakteristickou chut' a vini vyrobku. Hodnota CPM zahrnuje i zamémné ptidané
mikroorganismy, proto nelze podle tohoto ukazatele poukazovat na zhorSenou
hygienickou kvalitu ¢i podminky vyroby.

Pii porovnani jednotlivych vyrobnich fazi v ptipadé CPM (obr. 6) se jednotlivé
vyrobni faze od sebe prikazné lisily (P<0,05) dochéazelo k postupnému naristu

mikroorganismi. Hodnoty CPM na konci doby zrani ve vyrobé¢ byly 8,74 log KTJ g'l.

Obr. 6 Mnozstvi celkového poctu mikroorganismii pri jednotlivych vyrobnich fazich

CPM

H Tvaroh

B Tvaroh po nasoleni

1 Po formovani

M Po suseni a odvétrani

m Po zrani

AB,C,.D.E — primery oznacené riznymi pismeny se lisi pri P < 0,05 (jednoduché trideni analyzy
rozptylu, post hoc Tukeyiv test ,tvaroh n = 48, tvaroh po nasoleni n = 47, po formovani n =22, po suseni

a odvétrani n =103, po zrani n = 105

U syra vyrobenych ze syrového kravského mléka se hodnoty pohybovaly okolo 8,8
log KTJ g'1 mléka (Kongo a kol.,, 2009), podobnych hodnot dosdhl ve svém
experimentu i Pintado a kol. (2008).
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Bakterie mlé¢ného kvaseni a bakterie rodu Enterococcus patii mezi bakterie, které
se vyznacuji schopnosti tvofit biogenni aminy. Syry jsou dobrym substratem pro tvorbu
BA, ale minimalni vyskyt otrav ukazuje, ze pifi zachovani spravnych technologickych
postupti se¢ moznosti jejich tvorby minimalizuji (Gorner a Valik, 2004). Z obr. 7 je
patrné, Ze poc¢ty BMK v prvnich dvou vyrobnich fazich se statisticky prikazné nelisily
(P > 0,05). V naslednych vyrobnich fazich se hodnoty prukazné lisi (P< 0,05) a maji
piidava vyrobce pro vytvoieni vhodného prostiedi pro mikrobialni kultury, ktery kromé
jiného obsahuje i druh Pediococcus acidilactici). Po tieti vyrobni fazi (formovani) se
upravuje prostiedi tak, aby byly vhodné pro piidané bakterie (Candida valida,
Brevibacterium linens), které se podileji na typickém charakteru vyrobku. Ve tieti
vyrobni fazi po formovéani dosahovaly hodnoty BMK 6,77 log KTJ g*. Mezi podty
BMK a obsahem BA nebyly zadné vyznamné korela¢ni vztahy. K podobnym zavérim
dosel ve svém experimentu i Yildiz a kol., (2010) u tureckého tvarohového syru. Na
konci doby zrani dosahovaly primémé hodnoty BMK 8,3 log KTJ g™. V experimentu
autorti Martusceli a kol., (2005) byla hodnota BMK po 14 dnech zrani 10,5 log KTJ g™

pfi pouziti startérovych kultur ve formé bakterii mlééného kvaseni.

Obr. 7 Mnozstvi bakterii mlécného kvaseni pri jednotlivych vyrobnich fazich

BMK

B Tvaroh
B Tvaroh po nasoleni

Po formovani

6,50 - B Po suSeni a odvétrani
6,00 - M Po Zrani

5,50 -

5,00 -

.....

post hoc Tukeyiv test), tvaroh n = 48, tvaroh po nasoleni n = 47, po formovini n =22, po suSeni

a odvétrani n =103, po zrani n = 105
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Biogenni aminy mohou vznikat ze startéru a non-startéru BMK, které jsou pouzity
pii vyrobé téchto produktid, nebo se mohou dostat do vyrobkti béhem jejich zpracovani.
Mnoho zastupci BMK produkuje BA (Bunkova a kol., 2009; Ladero a kol., 2012;
Linares a kol., 2011).

Pocty enterokokti se V predkladané praci béhem prvnich dvou vyrobnich fazi
statisticky prukazné neliSily (P > 0,05), hodnoty tvarohu po nasoleni mirné poklesly na
2,11 log KTJ g'l, ale snizeni nebylo statisticky prikazné. Bakterie rodu Enterococcus se
povazuji za odolné vici vy$§imu obsahu soli, snaseji koncentrace az do 6,5 % NaCl
(Silhankova, 1995). Obsah piidané soli mohl mit v predkladané praci vliv na tvorbu
enterokokil. Proto nedochézelo u druhé vyrobni faze k naristu sledovanych MO jako u
naslednych vyrobnich fazi (formovani, suSeni a odvétrani, zréni). ZvySeni poctu
enterokoktl, nastalo ve tfeti fazi vyroby, coz pravdépodobné ovlivnila i uprava
vhodnych podminek pro rist mazovych bakterii. Vyrobni faze formovani, suseni a
odvétrani a zrani se od sebe statisticky prikazné lisily (P<0,05) pokud jde o pocty
enterokoki, obrazek 8. Hodnota korelacniho koeficientu Vv ptipadé¢ enterokokid a
tyraminu byla r = 0,3015, (P<0,001). Ladero a kol. (2010) v experimentu se syry
smodrou plisni upozoriiuji na vyS$i vyskyt enterokokli pozitivnich na
tyrosindekarboxylazu. Pocty enterokokl po 14 dnech od zahajeni vyroby byly 6,11 log

KTJ g* ve vstupni suroving (primyslovém tvarohu) resp. 2,17 log KTJ g™.
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Obr. 8 Pocty enterokokii ve vzorcich odebranych z jednotlivych vyrobnich fazi

Enterok%ky
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5,00 H Tvaroh
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E 4,00 ™ Po formovani
éﬂ 3,50 M Po sudeni a odvétrani
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AB,C,D — priumeéry oznacené riiznymi pismeny se lisi pri P < 0,05 (jednoduché trideni analyzy rozptylu,
post hoc Tukeyiiv test), tvaroh n = 48, tvaroh po nasoleni n = 47, po formovani n =22, po suSeni

a odvetrani n =103, po zrani n = 105

Enterokoky jsou ubikvitarni bakterie, které¢ se vyskytuji ve znaéném mnozstvi
mlékarenskych vyrobkd, ale i v jinych fermentovanych potravinach (Greifova, 2003). Je
dilezité, aby byla zachovéana pfitomnost biogennich amint v disledku ¢innosti téchto
mikroorganism, a to v bezpecné urovni, aniz by to ovlivnilo pozitivni vliv enterokokl
na kone¢né organoleptické vlastnosti syri (Gardini a kol., 2001). Linares a kol. (2009)
ve svém experimentu zjistili pozitivni korelace mezi po¢tem enterokokti a obsahem
tyraminu. V experimentu autori Rae a kol., bylo zkoumano 6 druhti bakterii rodu
Enterococcus na produkci tyraminu v syru ¢edaru a nebyl prokazan vztah s produkci

tyraminu jak v samotném syru, tak na kultiva¢ni pudeg.
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Na typické chuti a vzhledu olomouckych tvaruzku se podili bakterie Brevibacterium
linens, které se ptidavaji do vyrobku az ve tfeti vyrobni fazi pii tzv. formovani, kde je
jejich rast pozadovan pro dosazeni kvalitniho vyrobku. Hodnoty pocti bakterii
Brevibacterium linens se v pfedkladané praci v jednotlivych vyrobnich fazich statisticky
prikazné lisily (P<0,05) a jak plyne z obrazku 9 maji vzestupnou tendenci. Na konci

vyroby dosahovaly syry zrajici pod mazem prim&rnych hodnot 8,09 log KTJ g™*.

Obr. 9 Pocty Brevibacterium linens ve vzorcich odebranych z jednotlivych vyrobnich

fazi

Brevibacterium linens

8,50 - c

8,00 -
W 7,50 - M Po formovani
E M Po suseni a odvétrani
b0
S 7,00 - m Po Zrani

6,50 -

6,00 -

A, B, C, — priumeéry oznacené riiznymi pismeny se lisi pri P < 0,05 (jednoduché trideni analyzy rozptylu,

post hoc Tukeyiv test), po formovani n =22, po suseni a odvetrani n =103, po zrani n = 105
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Jednim z nejvétSich mikrobiologickych probléml z potravinarského pohledu je
E.coli a to predevsim pro zavazné projevy nékterych patogennich kment (E.coli
0157:H7), jako je nizka infekéni davka a vznik nahlého akutniho onemocnéni
(Komprda, 2004). E .coli byla detekovana v ptedkladané praci pouze u 4 vzorki
(celkovy pocet odebranych vzorkd 105), a to vramci jednoho odbéru (obr. 10).

Priimérna hodnota pozitivnich vzorki byla 3,42 log KTJ g™.

Obr. 10 Pocty bakterii E. coli ve vzorcich odebranych z jednotlivych vyrobnich fazi, Po

zranin = 105
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Jednim z dalSich sledovanych ukazatelti byly kvasinky a plisné (obr.11), jejich
pocty se V jednotlivych vyrobnich fazich prikazné lisily (P<0,05). V ramci vyrobniho
procesu byla ve vyrobni fazi formovani ptidana Candida valida, ktera je soucasti
mazové kultury (8,3 ml /100 kg) za G€elem vytvoreni vhodného prostiedi (pH) pro rist
Brevibacterium linens. Ve tieti vyrobni fazi diky tomu nastal vyrazny narist kvasinek
na hodnotu 6,93 log KTJ g, v nasledné vyrobni fazi jiz nebylo prokazano statisticky
prikazné zvySeni poctu kvasinek a plisni. Na konci zrani se v§ak hodnoty pii porovnéni

s fazi formovani opét prikazné lisily (P<0,05).

Obr. 11 Pocty kvasinek a plisni ve vzorcich odebranych z jednotlivych vyrobnich fazi

] v 4
Kvasinky a Plisné
9,00 -
¢cb D
8,00 -
W Tvaroh
7,00 -
" B Tvaroh po nasoleni
£ 6,00 - m Po formovani
[=4]
S M Po suseni a odvétrani
5,00 -
M Po zrani
4,00 -
3,00 -

A,B,C,D — primeéry oznacené riiznymi pismeny se lisi pri P < 0,05 (jednoduché trideni analyzy rozptylu,
post hoc Tukeyiv test), tvaroh n = 48, tvaroh po nasoleni n = 47, po formovani n =22, po suseni

a odveétrani n =103, po zrani n = 105
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5.1.3 Teploty pri skladovani sledovaného produktu

Vzorky syru zrajicich pod mazem byly po vyrobé skladovany pii dvou rtiznych
teplotach (5 °C, 20 °C) po dobu 42 (obr. 12) a 66 dnd (obr. 13). Pocty bakterii mlé¢ného
kvaseni a Brevibacterium linens se v pfipadé¢ skladovani 42 dnd pfi riznych
skladovacich teplotach prukazné nelisily (P > 0,05), na rozdil od ostatnich sledovanych
MO. Po dalsim méfeni po 66 dnech sledovani (obr. 13) byl vSak i u téchto bakterii
zjistén statisticky prikazny rozdil (P<0,05). Vzorky skladované 42 dni od zacatku
vyroby pii 5 °C dosahovaly vyssich hodnot nez v ptipadé skladovani pii 20 °C.
V experimentu autorti Santos a kol. (2003) se potvrzuje, Ze zvySovani mnozstvi BA se
zpomaluje pfi ochlazeni. Dochédzi ke sniZzeni schopnost nékterych BMK tvofit BA.
V ptedkladané praci BMK po 42 dnech ode dne vyroby dosahly pti 5 °C hodnoty 8,17
log KTJ g™ a pii 20 °C hodnoty 7,84 log KTJ g™*. Martuscecelli a kol. (2005) zjistili
poéty BMK po 30 dnech zrani 10,1 log KTJ g, autofi vSak nebral v potaz ve svém
pokusu teplotu skladovani. Pocty enterokoktiv naSem experimentu po 42 dnech ode dne
vyroby byly pii 5 °C 6,49 log KTJ g™ a pfi 20°C 6,19 log KTJ g™. Kongo a kol. (2009)
ve svém experimentu u syru vyrobenych ze syrového mléka zjistili po¢ty enterokokt pii

skladovani po dobu 30 dni 7,51 log KTJ g,

Obr. 12 Pocet MO v syru zrajicim pod mazem pri 5 °C a 20° po 42 dnech
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7,00
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hoc Tukeyuv test), n = 192
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V predklddané praci bylo po 66 dnech skladovani pii rdznych teplotach
prokazano, ze sledované MO jsou ovlivnény teplotou skladovani (obr. 13). Pocty
enterokoku po 66 dnech pii 20 °C byly 5,84 log KTJ g™, pii 5 °C skladovani byly 6,15
log KT g™

Obr. 13 Pocty MO v syru zrajicim pod mazem pri 5 °C a 20° po 66 dnech
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hoc Tukeyiiv test), n = 192

Pfi porovnani pocti mikroorganismi v syrech skladovanych pti 20 °C 42 dnt
a skladovanych pii 20 °C 66 dnd jsme zjistili, ze u vSech sledovanych MO byly
naméfeny hodnoty nizsi (P<0,05) po 66 dnech (tab. 5). Dosli jsme k zavéru, ze
Vv pritbéhu skladovani doslo k vycerpani Zivin pro sledované MO, k ¢emu nés vedou i

sledované fyzikalni ukazatele pH, suSina, NaCl (obrazek 26, 27, 28).

Tab. 5 Pocty sledovanych MO pri skladovani vzorkii syrii pri 20 °C po 42 a 66 dnech

Teplota a doba skladovani Sledované mikroorganismy (log /KTJ g™
Kvasinky a
CPM BMK | Enterokoky | Brevibakterium | E.coli | plisné
20 °C 66 dni 7,73 7,41 5,85 7,57 0 5,34
20 °C 42 dnu 7,89 7,85 6,2 7,73 0 6,69

hodnoty MO uvedené v tabulce jsou priiméry n = 192
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5.1.4 Tvar vyrobku

V ramci pokusu byly odebirany vzorky po formovani ve dvou rtiznych tvarech
(kolecka, ty¢inky). Zatimco u enterokokti, Brevibakterium linens a E. coli nebyl rozdil
prokazan (P > 0,05), u zbyvajicich MO se hodnoty u jednotlivych tvarii prikazné lisily.
Pocty MO ve vyrobcich tvaru ty¢inek dosahovaly vyssich hodnot (obr. 14).

Obr. 14 Pocet MO v syru zrajicim pod mazem pri riizném tvaru vyrobku
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hoc Tukeyuv test), n = 579
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5.1.5 Ro¢ni obdobi

Vzorky syrt zrajicich pod mazem byly odebirany ve tfech ro¢nich obdobich (jaro,
1éto, zima). V kazdém rocnim obdobi bylo provedeno vSech 9 odbéru ve tvaru ty¢inek a
kolecek. Pocty MO v syrech testovanych v riznych ro¢nich obdobich se u vétsSiny MO
prikazné lisily (P<0,05; obr. 15). Vyjimku tvofilo Brevibacterium linens, které ro¢ni
obdobi prikazné neovlivnilo (P>0,05). Domnivame se, Ze v piipadé Brevibacterium
linens to bylo zpisobeno Gpravou prostiedi pro vhodny rust a rozvoj jak pti zrani tak pii
skladovani jiz pii vyrobé. Nejnizsich hodnot dosahovaly pocty MO pievazné v jarnim

obdobi.

Obr. 15 Pocty testovanych MO v syru zrajicim pod mazem v riiznych rocnich obdobich
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A, B, C — primeéry oznacené ruznymi pismeny se lisi pri P < 0,05 (jednoduché trideni analyzy rozptylu,

post hoc Tukeyiiv test), n = 695
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5.1.6 Umisténi stojanu v susarné

Jednim z dalSich sledovanych faktori bylo umisténi vzork v suSarné. Jeden

z voziku byl umistén u vstupnich dvefi a druhy co nejdale od vstupniho prostoru. Ani u

jednoho ze sledovanych MO nebyl prokazan vliv umisténi zracich vozikii v susarné

(P>0,05; obr. 16). Tyto vysledky ukazuji na kvalitni provedeni susarny s dobrou

cirkulaci vzduchu, kterd neumoziuje nerovnomérné zrani ani pii ast&j$im vstupu do

zracich mistnosti.

Obr. 16 Pocty MO v syru zrajicim pod mazem pri riizném umisténi voziku v susarné

9,00 1 AA AA AA AA
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7,00 - AA
+ 6,00 -
= 5,00 -
o 4,00 -
= 3,00 -
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1,00 - A A
0,00 -

M Zadni ¢ast mistnosti

M Predni ¢ast mistnosti

A, A — priméry oznacené stejnymi pismeny se nelisi pii (P > 0,05; jednoduché tiidéni analyzy rozptylu,

post hoc Tukeyiiv test), n = 209
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5.2 Vliv sledovanych faktort na mnoZstvi biogennich amini (BA)

5.2.1 Stari vzorku

Obsah tyraminu béhem vyroby a skladovéni rostl. Priimérna hodnota obsahu
tyraminu na konci vyroby (11. den) byla 380 mg-kg™ na konci expirace (po 42 dnech od
zahajeni vyroby) vSak dosahovala jiz 900 mg-kg’l.Obsah histaminu se na rozdil od

tyraminu béhem celého experimentu vyrazné nemeénil (obr. 17).

Obr. 17 Vliv stari vzorku na obsah tyraminu a histaminu, n = 695
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Syry mohou byt velmi dobrym substratem pro produkci a kumulaci biogennich
amint, hlavné tyraminu (Greifova a kol., 2003; Roig-Sagués a kol., 2002). Tyramin byl
ze sledovanych BA jako jediny detekovan v riznych koncentracich u syri ve studii
Guarcello a kol. (2014). Z kvantitativniho pohledu byl u syri produkovan nejvice 2-
fenylethylamin, ale ve zna¢ném mnozstvi se objevil tyramin, ktery byl detekovan ve
vs$ech vzorcich (Gardini a kol., 2001)

Komprda a kol. (2007, 2008) popisuje histamin jako biogenni amin s vysokym
vyskytem v syrech. U experimentu Builkova a kol. (2010) nebyl histamin v syrech
detekovan ani v ptipadé izolovanych a poté inkubovanych bakterii. Naopak Ladero, a
kol. (2008) uvad&ji podstatnd vyssi mnozstvi histaminu (az do 1040 mg-kg™) v syrech
vyrobenych ze syrového, resp. pasterovaného kravského, koziho ¢i ov¢éiho mléka nez

byly vnasem experimentu. Andic a kol. (2010) zjistili ve svém experimentu
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680 mg-kg' histaminu v syrech, které obsahovaly byliny. V zrajicich syrech
vyrobenych z ov¢iho mléka byla odhalena podstatné vyssi koncentrace tyraminu, az
1200 mg-kg™ (Andig a kol., 2010; Schirone a kol., 2011), oproti naemu experimentu.

Obsahy BA mohou vyjime¢né dosdhnout az gramovych hodnot v 1 kg syra, coz
zavisi na oSetfeni vychozi suroviny a technologickych faktorech, jako jsou teplota
syfeniny, resp. pouziti startovacich a plisnovych kultur (Kala¢ a Kfizek, 1998). Za
bezpeény obsah sumy histaminu, tyraminu, putrescinu a kadaverinu 1lze povazovat
hodnotu 900 mg-kg™ (Valsamaki a kol., 2000). V experimentu autorti Buiikové a kol.
(2010) byla v ramci 98 denniho zrani a skladovani eidamského typu syra pfitomnost
tyraminu, putrescinu a kadaverin pozorovana, histamin vsak zjistén nebyl.

Doba zrani ve vztahu k tvorbé BA je klicovy parametr, je vSak nutné si uvédomit,

ze tvorba BA je vysledkem kombinace riiznych faktor (Guarcello., 2014).

5.2.2 Teplota pri skladovani

Vliv teploty pfi skladovani byl v ptedkladaném experimentu prokazan (P < 0,05) u
vsech testovanych BA (obr. 18).

Obr. 18 Mnozstvi jednotlivych BA v syru zrajicim pod mazem po skladovani 42 dnu
5°Ca20°C
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hoc Tukeyiiv test), n = 192
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Teplota je jednim z faktord, které maji nejvétsi vliv na obsah BA (Stratton a kol.,
1991; Linares a kol., 2011). Ke stejnému zjisténi dosla i Standarova a kol. (2010), ktera
ve své praci mluvi az o dvojndsobném zvySeni histaminu, a to aZ na hodnotu 411
mg-kg'1 oproti ptivodni obsazené hodnot¢. Jedna se o vysokou hodnota, ptotoze Halasz
a kol., (1994) a Silla-Santos, (1996) povaZuji za toxickou davku jiz 100 mg-kg™. Nami
zjisténa hodnota na konci trvanlivosti produktu (42 dnl od zahajeni vyroby) byla 110
mg-kg'l, coz je mirn€ nad uvedenou hladinu, ktera je povazovana za toxickou. Po dalsi
dobé skladovéni (66 dni od dne vyroby) dosahl histamin hodnoty 142 mg-kg™ (obr. 20).
Nejvyssich hodnot ze sledovanych BA doséhl tyramin (1320 mg-kg™), kadaverin (1312

Cv v

v v

U experimentu autort Bunikova a kol. (2013) obsah sperminu a spermidinu v

syrech byl nizky a neptekrocil hodnoty 35 mg- kg'l.
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Celkova hodnota BA dosazena V piedkladaném experimetu na konci doby
trvanlivosti pii teploté skladovani 20 °C byla 4139 mg-kg™ a pii teploté 5 °C byla 593
mg-kg™ (obr. 19).

Obr. 19 Mnozstvi BA a PA Vv syru zrajicim pod mazem pri 5 °C a 20 °C po 42 dnech

skladovani
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tiidéni analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiv test), n = 192,

X PA= putrescin, spermin, spermidin, > BA= tyramin, histamin, phenylethylamin, kadaverin,

Vliv teploty skladovani byl prokazan (P<0,05) u vSech sledovanych BA kromé
histaminu (P>0,05; obr. 20). Vysledky experimentu Standarové (2010) ukazaly, ze
obsah BA v syrech je ovlivnén skladovaci teplotou, nizsi teploty (5 °C) snizovaly
rychlost tvorby BA. V piedkladané praci nejvyssich hodnot po 66 dnech skladovani ode
dne vyroby dosahoval tyramin, kadaverin a putrescin, stejné jako v ptipadé vzorku
skladovanych 42 dnt (obr. 18). Chladirenské skladovani syri nemuze zamezit tomu,

aby se obsah tyraminu, putrescinu a kadaverin nezvysoval (Bunikova a kol., 2010).
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Obr. 20 Mnozstvi jednotlivych BA v syru zrajicim pod mazem pri 5 °C a 20 °C po 66

dnech skiadovani
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A, B — priiméry oznacené riiznymi pismeny se \ ramci jednotlivych aminit lisi pri P < 0,05 (jednoduché
tiideni analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiiv test), n = 178
Obsah sumy BA dosazeny na konci doby skladovani po 66 dnech ode dne vyroby

pii teploté skladovani 20 °C byl 4741 mg-kg™ a pii teplot& 5 °C 1218 mg-kg™ (obr. 21).

Obr. 21 Mnozstvi BA a PAV syru zrajicim pod mazem pri 5 °C a 20° po 66 dnech
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A, B — priiméry oznacené riuznymi pismeny se V ramci dané skupiny lisi pri P < 0,05 (jednoduché trideni
analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiiv test), n =178

2 PA= putrescin, spermin, spermidin, X BA= tyramin, histamin, phenylethylamin, kadaverin,
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5.2.3 Tvar vyrobku
Obsah kadaverinu resp. putrescinu byl vyrobcich odliSného tvaru podobny
(P>0,05), u ostatnich sledovanych biogennich aminii se hodnoty prukazné liSily pii

P<0,05 (Obr. 22).

Obr. 22 Mnozstvi jednotlivych BA v syru zrajicim pod mazem pri riizném tvaru vyrobku
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A, B — priméry oznacené riiznymi pismeny se V ramci jednotlivych aminit lisi pri P < 0,05 (jednoduché

tridéni analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiiv test), n = 579

V ptipadé polyamini nebyl vliv tvaru syra na obsah BA prokazan (P>0,05), ale
Vv pfipad€ celkové sumy aminl se obsahy prikazné liSily (P<0,05) a vysSich hodnot
dosahovala kolecka (obr. 23). Pfi porovnani vlivu tvaru na pocty mikroorganismu bylo
zjisténo, Ze vyssi poCty byly pfevazné zjistény v syrech tvaru ty¢inek, tedy presny opak
vlivu tvaru na BA, kde vySSich hodnot BA nabyvala kolecka. V ptipad¢ korela¢niho
koeficientli mezi obsah BA a pocty mikroorganisml jsme dosédhly podobného zjisténi,
tedy, zatim co pocet MO klesal obsah BA rostl jednalo se o minimalni, n€kdy az
zaporné korelace.

Vliv tvaru vyrobku na mnozstvi BA sledoval Petridis a Steinhart (1996) u
eidamského typu syru, porovnavali obsah BA v syrech tvaru bochniku a bloku. Vyssi
obsah BA byl u bochnikd.
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Obr. 23 Obsah BA a PA v syru zrajicim pod mazem pri riizném tvaru vyrobku
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A, B — priiméry oznacené riiznymi pismeny se \ ramci jednotlivych aminit lisi pri P < 0,05 (jednoduché
tiidéni analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiiv test), n = 579

2 PA= putrescin, spermin, spermidin, > BA= tyramin, histamin, phenylethylamin, kadaverin,

5.2.4 Roéni obdobi

Tyramin dosahoval nejvyssich hodnot v jarnim obdobi (611 mg-kg ') v letnim
obdobi byla jeho obsah prikazné nizsi (P<0,05; 397mg-kg™). Vzorky syri zrajicich
pod mazem m¢li nejvyssi obsah polyaminti v jarnim obdobi. V jarnim obdobi vyrazné
vzrostl obsah histaminu 220 mg-kg™ (obr. 24). Gaya a kol., (2005) sledovali obsah BA v
riznych ro¢nich obdobich u syrit vyrobenych z ov¢iho mléka, kdy bylo zjiSténo, Ze
nejvyssi hodnota histaminu, tryptaminu a tyraminu byla na jafe a v zimé, tedy stejné

jako v piipadé naseho experimentu.
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Obr. 24 Mnozstvi jednotlivych BA v syru zrajicim pod mazem pri rizném roc¢nim obdobi
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A, B — priimery oznacené riiznymi pismeny se V ramci jednotlivych aminit lisi pri P < 0,05 (jednoduché

trideni analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiiv test), n = 695

Vliv ro¢niho obdobi na obsah BA byl statisticky prikkazny ve sledovanych ro¢nich
obdobi (P<0,05; zima, jaro, 1éto). Nejvyssiho obsahu BA bylo dosazeno v zimnim
obdobi (945 mg-kg™), zatimco nejnizsich hodnot dosahl obsah BA na jafe (614mg-kg ')

viz. obr. 25.
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Obr. 25 Mnozstvi BA a PA V syru zrajicim pod mazem pri riizném rocnim obdobi
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A, B — priméry oznacené riiznymi pismeny se V ramci jednotlivych aminit lisi pri P < 0,05 (jednoduché
tiidéni analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiiv test), n = 695

2 PA= putrescin, spermin, spermidin, 2 BA= tyramin, histamin, phenylethylamin, kadaverin,

5.2.5 Souhrnné porovnani vlivu jednotlivych sledovanych faktori na obsah BA

Ro¢ni obdobi vysvétlilo 40% zmén v obsahu histaminu. V pfipad¢ vlivu teploty se
jednalo pouze 0 1%. U tyraminu bylo vysvétleno pouze 5% ro¢nim obdobim, naopak
teplota pti skladovani byly vysvétleny skoro 2/3zmén v jeho obsahu.

V ptipadé€ polyaminti resp. spermidinu a sperminu byl jejich obsah vysvétlen z 61 %
a 55 % tvarem vyrobku, coz je zcela rozdilné od putrescinu, jehoz obsah nebyl tvarem
vysvétlen. Z vysvétlené variability v pfipadé putrescinu byla nejvice zastoupena
teplota (65 %).

Teplota skladovani a stafi vzorku tvofily nejvice zastoupenou ¢ast z vysvétlené
variability u syru zrajiciho pod mazem znami sledovanych faktord uvedenych

v tabulce 6.
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Tabulka. 6 Rozsah ucinkii variability sledovanych faktorii na obsah biogennich aminii
a polyaminit u syru zrajicich pod mazem

Biogenni amin Faktory variability (procenta vysvétlené variability")
Ro¢ni obdobi” Tvar® Teplota® Sta¥i vzorku®

Tyramin 5 17 61 16
Hystamin 40 49 1 5
Tryptamin 4 9 70 17
2-phenyletylamin 1 2 80 17
Kadaverin 2 0 78 18
Putrescin 6 0 65 28
Spermidin 22 61 7 8
Spermin 25 55 5 14

Ypodi sumy Etverci pfi pouziti obecného linearniho modelu vicestuphového tiidéni analyzy rozptylu, n = 695 ro&ni
obdobi, teplotu, resp. stati vzorkt, n =579 pro tvar,

2 zima, jaro, léto

® koletka, ty&inky

# zrajici syr skladovany pii 20°C nebo 5°C

% nulty az 66. den

5.3 Screening dekarboxylazové aktivity, detekce genti pro

tyrosindekarboxylazu

Diky finan¢ni podpofe interni grantové agentury (IGA) byla u casti vzorki
provedena detekce genu kodujiciho bakterialni tyrozindekarboxylazu. Pro detekci gend
byla vyuzita polymerdzova ftetézovd reakce (PCR) se specifickymi sekvencemi
publikovand v praci Coton a kol. (2003). Vzhledem ktomu, ze ceskd sbirka
mikroorganismii neeviduje informace o pfitomnosti dekarboxyldzové aktivity u
sbirkovych mikroorganismt, byly pro zavedeni molekularnich metod pouzity vlastni
izolaty ziskané ze vzorku syrii. Vzorky bakterialnich kultur (bakterie mlé¢ného kvaSeni,
enterokoky, Brevibacterium) izolovanych ze vzorkd syrd, u kterych byla zjisténa
pritomnost BA jak pii kultivaci v DKM, tak pifi HPLC analyze, byly pouzity pro
zavedeni a optimalizaci PCR metody Po optimalizaci reakce byl ziskany PCR produkt
podroben sekvencni analyze a porovnan s databazi genové banky (GeneBank). Byla
potvrzena sekvence genu kodujici enzym tyrosindekarboxylazu (tyrDC). V ptipadé
histidindekarboxylazy nebyla ani u jednoho vzorku vybranych kultur aktivita tohoto
enzymu detekovana, proto nebylo moZné optimalizaci PCR provést.

Pro finan¢ni narocnost pii optimalizaci metody bylo provéteno pouze 76 izolati. Na

pfitomnost genu TyrDC bylo provéfeno 37 izolatd bakterie rodu Enterococcus spp.
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(tab. 7), 30 izolath bakterii mlééného kvaseni (tab. 8) a 9 izolati bakterie rodu
Brevibacterium spp.

U identifikace rodu Enterococus byl proveden test na detekci aktivity
pyrrolidonylarylamidasy pro potvrzeni pfislusnosti Kk danému rodu, nasledné byly
vzorky provéteny soupravou EN-COCCUStest, kde kromé tii vzorkl, které nebylo
mozno identifikovat, se jednalo vzdy o Enterococcus faecalis.

Z 37 ziskanych izolati byly vSechny pozitivni na TyrDC. Produkce biogennich
amint je vlastnost specificka spiSe pro ur¢it¢ kmeny bakterii nez vlastnost typicka pro
dany druh, takze rizné kmeny téhoz druhu se mohou lisit v produkci BA (Arena, Manca
de Nadra ,2001; Kala¢ a Kiiz, 2002). Pozitivni hodnoty korelace (p<0,001) mezi
poctem enterokokli a obsahem nékterych biogennich amind potvrzuji schopnost

nékterych enterokoki produkovat BA, coz bylo potvrzeno i v experimentu autorii

Linares a kol. (2009).
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Tab.

7 Screening bakterii

tyrosindekarboxylazu,

zkumavkovém testu, metodou HPLC, identifikace izolatu EN-COCCUStestem

rodu

Enterococcus

na pritomnost

genit  pro

ovéreni tvorby aminii po provedeném dekarboxyldzovéem

Vzorek | DKM | HPLC PCR PYRA-test | EN-COCCUSTest
tyr his tyr

1 p p n p p E. faecalis
2 p p n p p E. faecalis
3 p p n p p E. faecalis
4 p p n p p E. faecalis
5 p p n p p E. faecalis
6 p p n p p E. faecium
7 p p n p p E. faecalis
8 p p n p p E. faecalis
9 p p n p p E. faecalis
10 p p n p p E. faecalis
11 p p n p p E. faecalis
12 p p n p p E. faecalis
13 p p n p p E. faecalis
14 p p n p p E. faecalis
15 p p n p p E. faecalis
16 p p n p p E. faecalis
17 p p n p p E. faecalis
18 p p n p p E. faecalis
19 p p n p p E. faecalis
20 p p n p p E. faecalis
21 p p n p p E. faecalis
22 p p n p p E. faecalis
23 p p n p p E. faecalis
24 p p n p p E. faecalis
25 p p n p p E. faecalis
26 p p n p p E. faecalis
27 p p n p p E. faecalis
28 p p n p p E. faecalis
29 p P n P p ~

30 p P n P p ~

31 p Y n Y p )

32 p p n p p E. faecalis
33 p p n p p E. faecalis
34 p p n p p E. faecalis
35 p p n p p E. faecalis
36 p p n p p E. faecalis
37 p p n p p E. faecalis

p — pozitivni, n — negativni,

DKM- dekarboxylacni medium, HPLC- vysokoucinna kapalinova chromatografie, separacni metoda,

PCR- polymerdzova retézova reakce
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U bakterii mlééného kvaseni v tab. 8 bylo 6 vzorkl pozitivnich pii pouziti metody
HPLC, tak i metodu PCR. Pii pouziti dekarboxylacniho media (DKM) vsak bylo
pozitivnich pouze 5 vzork. Je vzdy vhodné metody kombinovat pro zajiSténi
spravnosti vysledkii. Nezanedbatelnd je 1 pfitomnost falesSné pozitivnich a faleSné
negativnich vysledkd. Z téchto divodi musi byt produkce BA potvrzena analytickymi
kvantitativnimi metodami (Kalhotka a kol., 2011). Riziko fale$n¢ pozitivnich vysledki
pii stanoveni produkce biogennich amint potvrzuji napi. Actis a kol. (1999) a Bunkova
a kol. (2009). Kultivované bakterie mohou produkovat latky s alkalickou reakci (jiné
nez biogenni aminy), kter¢é mohou ovlivnit vysledky zkousky zalozené na zméné pH
(barvy indikatoru). U bakterii mlé¢ného kvaseni v tab. 8 bylo 6 vzorkd pozitivnich pfi
pouziti metody HPLC, tak i metodu PCR. Pti pouziti dekarboxylaéniho media (DKM)
vSak bylo pozitivnich pouze 5 vzorki. Je vZdy vhodné metody kombinovat pro zajiSténi
spravnosti vysledkd. Nezanedbatelna je i pfitomnost falesn¢ pozitivnich a falesné
negativnich vysledkii. Z téchto diivodii musi byt produkce BA potvrzena analytickymi
kvantitativnimi metodami (Kalhotka a kol., 2011). Riziko fale$n€ pozitivnich vysledkil
pfi stanoveni produkce biogennich amini potvrzuji napt. Actis a kol. (1999) a Buiikova
a kol. (2009). Kultivované bakterie mohou produkovat latky s alkalickou reakci (jiné
nez biogenni aminy), které mohou ovlivnit vysledky zkousky zaloZzené na zméné pH

(barvy indikatoru).
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Tab. 8 Screening bakterii mlécného kvaseni na pritomnost genti pro
tyrosindekarboxyldazu u vybranych vzorkii, ovéreni tvorby aminii po provedeném

dekarboxyldzovém zkumavkovém testu metodou HPLC,

Vzorek DKM HPLC PCR
tyr his tyr
1 n n n n
2 n n n n
3 n n n n
4 p p n p
S p p n p
6 n n n n
7 n n n n
8 n n n n
9 n n n n
10 n n n n
11 n n n n
12 p p n p
13 n n n n
14 n n n n
15 n n n n
16 n n n n
17 n n n n
18 n n n n
19 p p n p
20 n n n n
21 n n n n
22 n n n n
23 n n n n
24 p p n p
25 n n n n
26 n n n n
27 n n n n
28 n p n p
29 n n n n
30 n n n n

p — pozitivni, n — negativni,
DKM- dekarboxylacni médium
HPLC- vysokoucinna kapalinova chromatografie, separacni metoda

PCR- polymerdzova retézova reakce



V ramci predkladaného experimentu bylo provétreno také Brevibacterium linens na
detekci dekarboxylazové aktivity (pomoci dekarboxylaéniho media, HPLC a PCR), ani
vjednom z9 vzorkid vSak nebyl zaznamenan pozitivni vysledek. Proto bychom
Z pohledu BA oznacili tuto bakterialni kulturu vyuzivanou pro vyrobu tohoto typu syru

jako bezpec¢nou s hlediska tvorby BA.

5.4 Stanoveni pomocnych ukazateli (pH, suSina, NaCl)

Mezi faktory, které ovliviiuji tvorbu BA u bakterii, patfi teplota, pH prostiedi, aero-
anaerobidza, dostupnost uhliku (napt. glukozy) aj. (Graif a kol., 2006; Gardini a kol.,
2005; Bover-Cid a kol., 2008).

Vliv pH na obsah biogennich amintl je jednim z faktorti podilejicich se na produkci
BA (Linares a kol. 2011). Toto pravidlo se potvrdilo i v naSem experimentu hodnota
pH postupné nartistala (obr. 26), stejn¢ jako obsah tyraminu (obr. 17), ktery dosahl az
hodnot 913 mg-kg™. Koeficienty korelace mezi obsahem tyraminu, kadaverinu resp.
putrescinu a pH vyrobku dosahovaly hodnot 0,443, 0,407 resp. 0,487 (P<0,001).

Obr. 26 Vliv stari vzorku na hodnotu pH, n = 695

6 Y=4,5 +0,11x-0,001x?,
R?=0,82, p<0,001
55 -
5 .
4,5 -
4 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Stari vzorku (dny)

Korela¢ni koeficienty mezi pH vyrobku na jedné strané a obsahem tyraminu,

putrescinu resp. kadaverinu se pohybovaly v rozmezi 0,61 a 0,73 (P <0,001). Je tedy
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zfejmé, ze hodnoty pH mohly vyznamné ovlivnit aktivitu enzymt BMK (Smit a kol.,
2005). Stejn¢ tak Gardini a kol. (2001) a Santos a kol. (2003) potvrzuji ve svych
studiich, ze hodnoty pH a NaCl maji vyznamny vliv na produkci BA. V experimentu
Burikova a kol. (2010) ve 43. dnu skladovani se hodnoty pH pohybovaly v rozsahu 5,53
a 5,64 u vSech vzorki a vrstev eidamského typu syrt. pH syra 5.0-6.5 je optimalni pro
¢innost vétSiny dekarboxylaz a bylo zjisténo, Ze produkce BA se urychluje vysokou
teplotou béhem vyroby a prodlouzenym procesem zrani (Gardini a kol., 2001; Santos a
kol., 2003; Burikova a kol., 2010; Martuscelli a kol., 2005; Marino a kol., 2008).

Zmény koncentrace NaCl ve vyrobcich v pribéhu vyroby, zrani a skladovani
ukazuje (obr. 27).

Obr. 27 Vliv stari vzorku na % NaCl, n = 695

Y =3,3+0,12-0,0016x?,
R2=0,20,P < 0,001

3 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Stari vzorkd (dny)

Koncentrace NaCl do 2,2%  zvySuje rychlost nartustu obsahu tyraminu
produkovaného druhem E. faecium avSak v piipadé¢ E. faecalis rychlost nardstu
tyraminu linearné klesala s rostouci koncentraci NaCl (Greifova, 2003). Koncentrace
NaCl 1 resp. 1,3% méla ptiznivy vliv na rust E. faecalis i E. faecium, se zvysujici
koncentraci NaCl rustova rychlost pomalu klesala u Greifové, (2003).

Korela¢ni koeficienty mezi obsahem suSiny a obsahem kvantitativné
nejvyznamnéjSich BA (tyramin, kadaverin, putrescin) dosahovaly nizkych hodnot

(0,265, 0,148, 0,215) byly vsak vysoce prukazné (P<0,001). Podobné korela¢ni
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koeficienty zjistilai Bunkova (2010) v experimentu se syrem eidamského typu
(korelaéni koeficienty 0,1136, 0,2357).

Hodnota su$iny se pohybovala na zac¢atku piedkladané¢ho experimentu okolo 34,6
%. Nejvyssich hodnot dosahovala mezi 40. az 50. dnem ode dne vyroby 38,4 %

(obr. 28).

Obr. 28 Vliiv stari vzorku na obsah susiny, n = 695
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6 ZAVER

V ramci experimentu byl sledovan vliv vybranych faktor na poc¢ty MO a obsah
BA. U vzorkt syrt zrajicich pod mazem, které byly skladovany 66 dnti ode dne vyroby,
byl prokazan narast MO do 40. az 50. dne, poté dochazelo k postupnému poklesu
sledovanych MO. Bakterie mlééného kvaseni na konci doby trvanlivosti (42. den ode
dne vyroby) dosahovaly primérné hodnoty 8,6 log KTJ g*. Poéty bakterie rodu
Enterococcus dosahovaly na konci trvanlivosti syru zrajicich pod mazem primérnych
hodnot 6,9 log KTJ g*. Obsah tyraminu v prabéhu skladovéni statisticky priikazng rostl
(P<001), jeho primé&ma hodnota ve 42. dnu ode dne vyroby byla 900 mg-kg™. Obsah
histaminu se na rozdil od tyraminu béhem celého experimentu vyrazné nemenil.

Vliv teploty skladovani na obsah BA a na pofty MO byl statisticky prokazan
P<0,05. V ptedchozich studiich patiila teplota skladovani k vyznamnym faktoriim
ovliviiujicich obsah BA. Celkova hodnota obsahu BA dosazend na konci doby
trvanlivosti pii teploté skladovani 20 °C byla 4139 mg-kg™, pfi teploté skladovani 5 °C
byla hodnota vyrazn& niz§i 593 mg-kg™. Na konci doby skladovani (po 66 dnech ode
dne vyroby) pii teploté skladovani 20 °C byl obsah BA 4741 mg-kg™a pii teploté 5 °C
1218 mg-kg™.

Vliv teploty skladovani na bakterie mlééného kvaseni a Brevibacterium linens
nebyl statisticky prikazny (P>0,05) na rozdil od ostatnich sledovanych MO v ptipadé
skladovani pii 42 dnech. Po dal$im méfeni v 66 dnech vSak i u téchto bakterii nastal
statisticky prikazny rozdil (P<0,05).

Vzorky syri skladované po 42 dnech od zacatku vyroby, které byly skladovany
pii 5 °C, dosahoval, vys$Sich hodnot nez v ptfipadé¢ skladovani pii 20 °C, a to jak
Vv piipadé 42, tak i po 66 dnech. Pocty enterokokt po 42 dnech ode dne vyroby byly pfi
5°C 6,49 log KT g a pti 20 °C 6,19 log KTJ g™. Dosli jsme k zavéru, Ze ve vzorcich
skladovanych pii teplot¢ 20 °C doslo Vv prabehu skladovani k vyCerpani Zzivin pro
sledované MO a dochazelo tzv. odumirani a poklesu MO.

V ramci naseho experimentu byly odebirany vzorky po formovéani ve dvou
riznych tvarech (kolecka, ty¢inky). Zatimco u enterokokiti, Brevibakterium linens a E.
coli nebyl vliv tvaru prokazan (P>0,05), u zbyvajicich MO se hodnoty u jednotlivych
tvart prukazné lisily. Pocty MO ve vyrobcich tvaru ty¢inek dosahovaly vysSich hodnot,
tedy pfesny opak vlivu tvaru na obsah BA, kde vysSich hodnot dosahovaly vyrobky
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tvaru kolecek. V pifipadé korelacniho koeficienti mezi obsah BA a pocty
mikroorganismu jsme dosahly podobného zjisténi, zatim co pocet MO klesal, obsah BA
se zvySoval, jednalo se o minimalni, nékdy az zaporné korelace.

Vliv ro¢niho obdobi na obsah BA a pocty MO byl statisticky prukazny ve
sledovanych ro¢nich obdobich (P<0,05; =zima, jaro, 1éto). Vyjimku tvofilo
Brevibacterium linens, které ro¢ni obdobi statisticky prikazné neovlivnilo vibec.
Nejnizsich hodnot dosahovaly MO pievazné v jarnim obdobi. Nejvyssiho obsahu BA
na jafe (614 mg-kg™), stejng jako v pfipads po&tu MO.

Pti souhrnném porovnani vlivu jednotlivych faktor na obsah BA Ize fici, ze teplota
skladovéni a stafi vzorku tvoftila nejvice zastoupenou ¢ast z vysvétlené variability u syrt
zrajicich pod mazem. V ptipadé polyamint resp. spermidinu a sperminu byl jejich
obsah oproti ostatnim BA z 61%, 55 % vysvétlen tvarem vyrobku, coz je zcela odlisné
od putrescinu, jehoz obsah nebyl tvarem vysvétlen.

V nasem experimentu bylo nékolik bakterii ziskanych ze vzorki syrii zrajicich pod
mazem provéteno na tyrozindekaroxyldzu (tyrDC). Z 30 izolovanych vzorki bakterii
mlééného kvaseni bylo 6 oznacenych jako pozitivnich na tyrDC, ato jak metodou
HPLC, tak metodu PCR. Z 37 pouzitych izolati bakterii rodu Enterococcus byly
vSechny pozitivni na TyrDC.

V ramci experimentu bylo provéfeno také Brevibacterium linens, ani v jednom z 9
izolatl nebyl zaznamenan pozitivni vysledek na tyrDC, proto bychom z pohledu BA

oznacili tuto bakterialni kulturu jako bezpecnou s hlediska tvorby BA.
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