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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo sledovani distribwrolnych aminokyselin a biogennich
amini v syrech holandského typuhem jejich zrani. Syry zralyipteplotach 10 £ 2 °C
a 16 £ 2 °C. U vSech vzaikbyla provedena zakladni chemicka analyza (pH, loks&iny
a NacCl). Obsahy vybranych biogennich aininvolnych aminokyselin byly stanoveny

pomoci ionto¥ — vymenné kapalinové chromatografie s fotometrickou detek

U syn zrajicich pi vySSi teplo¢ bylo zpozorovano, Ze dochazi k rychlejSimu dwehni
volnych aminokyselin z protein v 56. dnu bylo toto mnoZstvi téindvojnasobné nez
u kontrolnich vzorlk. Koncentrace biogennich aniina volnych aminokyselin byla
sledovana vei¢ch vrstvachiech plah. NejwtSi mnozZstvi uvolenych aminokyselin byla
Zpozorovana v jae, a to u obou syr Obsahy biogennich aniirbyly také vysSi u syr
zrajicich pi vysSi teplok. V 56. den dosahoval obsah tyraminu dktarych vrstev syr

zrajici @i vyssi teplot hodnot pevysujicich 400 mgg™.

Klicova slova: syry holandského typu, volné aminokyseli biogenni aminy,

iontowé — vymenna kapalinova chromatografie

ABSTRACT

The aim of this thesis was to monitoring distribatiof the free amino acids and biogenic
amines in the Dutch — type cheese. This cheesenlafwgred at 10 + 2 °C and 16 = 2 °C.
All samples were subjected to basic chemical amalygH, content of dry matter and

NaCl). The content of biogenic amines and free ananids was determined by using

ion — exchange liquid chromatography with spectodpimetric detection.

The cheese which was ripening by higher temperatargained greater amount of free
amino acids, by 56 day was amount of free amino acid almost doubbatgr than

in control cheese. The amount of biogenic amines fa@e amino acids was detected
in three layers of each of three plates. The great®unt of free amino acids was detected
in centre of each plate. Also amount of biogenidnas were detected in cheese which
where stored in 16 + 2 °C. In the "5@lay, the tyramine content in some layers of

accelerated cheese reached the values above 48§’ mg

Keywords: Dutch — type cheese, free amino acidgydsic amines, ion — exchange liquid

chromatography
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UvoD

Syry holandského typu sgadi na prvni mista ve spebs prirodnich syii. V letech
2001 — 2009 vzrostla sgeba tvrdych syr ze 4,5 kg na 6,8 kg na 1 osobu za rok [1].
Kromé jejich charakteristické chuti aimi jsou zdrojem i tért plnohodnotnych bilkovin

a vitamini. Mezi nejznanysi syry holandského typu s$adi Gouda a Edam. Jejich nazvy
jsou dany mistem, ze kterého konkrétni druh syreh@pi. VCeské republice do této
skupiny jiz historicky pdat predevSim syry Eidamského typu (tzv. Eidam). Holandsk
vyrabi syry jiz od 4. stoleti naSeho letopo V sowkasné dob seradi mezi nejutsi
swtove producenty a vyvozce fiyrz toho piblizné 50 % celkové produkce t¥iosyr
Gouda, piblizng 27 % produkce je Edaniieskym zastupcem je nidklad Eidamska cihla
nebo Eidamsky blok [2, 3].

Syry holandského typu by dly zrat po dobu 6 — 8 tydnve zracich sklepechripteplot

10 + 2 °C. Mezi ngjastjSi akcelerace zrani sypati zvySeni teploty, i které syry zraji.
B&hem zrani syir dochazi k rozkladu bilkovin za vzniku volnych aokygselin. Urove
proteolyzy v piibéhu zrani je vyznamnym faktorem pro jakost kim&ho vyrobku. Volné
aminokyseliny dale mohou reagovat za vzniku bioggnnamini, které v nizSich
koncentracich mohou mit pozitivni vliv na lidskyganizmus, ale ve vySSich koncentracich
mohou mit negativnidinky [3]. Proto tato prace byla z&bena na akceleraci zrani gyr
pouzitim vySSi teploty a jeji vliv na obsah volnyaminokyselin a biogennich andin
Teoretickacast je zamrena na charakteristiku biogennich afnan jejich vlivy na lidsky
organizmus. V praktickéasti je porovnano, jaky vliv ma vysSi teplota zraai obsah

volnych aminokyselin a biogennich arhin
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni latky, ktersoy odvozeny od aminokyselin.
V nizkych koncentracich se u Zzuiohd, rostlin a mikroorganizin vyskytuji girozerg,
kde plnitadu dilezitych fyziologickych funkci. Biogenni aminy jsqodstatnym zdrojem
dusiku, ktery déle d¥e vstupovat deady biochemickych reakci.dteré biogenni aminy
mohou v organizmu sobit jako hormony. Biogennim aminem s takovou digyickou
funkci v organizmu je nd&klad adrenalin, histamin, aj.. Mohou byt také stavimi
latkami, které se dastni syntézy dalSich hormanMezi takovéto stavebni latky pat
zejména fenylethylamin. Hornin a gramin fadi mezi biogenni aminy upobici
v organizmu jako protoalkaloidy. ffPomnost vysSiho mnozZstvi biogennich aimin
v potravinach mize byt naznakem kazeni potravin, prot@asto oznéuji jako indikatory

cerstvosti potravin [3 - 9].

1.1 Déleni biogennich amini

Biogenni aminy se na zakkadhemické struktury mohowelit na alifatické, aromatické

a heterocyklické [3 - 8].

Dale mohou byt biogenni aminyldny podle pétu alkylovych ¢i arylovych skupin
navazanych na atomu dusiku. Jedna se tedy o piiminy, sekundarni aminy a terciarni

aminy [3 - 6].

Dle paitu reaktivnich aminoskupin jsou biogenni amingledy na monoaminy
¢i polyaminy. Biogenni aminy obsahujici pouze jedreaktivni aminoskupinu jsou
monoaminy. Polyaminy jsou sléeniny obsahujici dv a vice aminoskupin ve své
molekule [3 - 8]. Podle Santose [8] jsou polyamepostradatelnou séésti Zivych buik
a jsou vyznamnérpregulaci funkci nukleovych kyselin, syntéze pnotea pravépodobré

se mohou podilet i na stabilizaci membran.

V Tabulce 1 je uvedenighled vybranych zastupdiogennich amiin, jejich systematicky
a trividlni nazev (podle IUPAC). Déle je u jednejith biogennich amin uvedeno
zarazeni do skupin dle fedchoziho é&eni, a to podle chemické struktury, ¢ho
navazanych arylovych a alkylovych skupin na atonsikiy a podle p#iu reaktivnich

aminoskupin [3- 6, 8].
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Tabulka 1 — Vybrani zastupci biogennich ainjejich trivialni a systematicky nazev

a zaazeni do skupin [3].

N_a_z,e v Nazev systematicky Zéazeni biogennich amid
trivialni
histamin 2-(1H-imidazol-5-yl)ethylamin  heterocyli& | primarni monoaminy
tyramin 4-(2-aminoethyl)fenol aromaticke primarn{ omoeaminy
1;emn?/rl1ethyl- 2-fenylethylamin aromaticke primarni monoaminy
tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)ethylnamin heterocykliek| primarni monoaminy
serotonin 5-hydroxytryptamin heterocyklické  primarn| monoaminy
agmatin N-(4-aminobutyl)guanidin alifatické sekundarmpolyaminy
putrescin butan-1,4-diamin alifatické primarn [@otyiny
kadaverin pentan-1,5-diamin alifatické primarn yaohiny
spermidin N-(3-aminopropyl)butan-1,4- | - ieya sekundarnji polyaminy
diamin

: N,N'-bis(3-aminopropyl)butan _,.. .. = . _ .

spermin 1,4-diamin alifaticke sekundarrT polyaminy

1.2 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji v potravinachrgvazré jako produkty metabolizmuiftomnych

mikroorganiznii. Jejich vznik je vyznamn ovlivnén i technologii vyroby potraviny,

ve které vznikaji. Ve fermentovanych potravinachvgekytuji pedevSim dikycinnosti

bakterii ml€ného kvaSeni (BMK), z nich2ada vykazuje dekarboxyldzovou aktivitu.

V potravinach vSak mohou biogenni

aminy vznikat nédv nasledkem cinnosti

kontaminujicich, Hpadre nezakysovych mikroorganizin Biogenni aminy vznikaji

pusobenim dekarboxylaz zipluSnych aminokyselin [3 - 16]. Na Obrazku 1 jaksi

schéma vzniku histaminu. Tento biogenni aminy \@ndekarboxylaci aminokyseliny
L-histidin za pomoci histidin-dekarboxylazy. Dekatpldzy, (tastnici se této reakce, jsou
tvofeny iiznymi druhy mikroorganizify pficemz se jedna o vlastnost konkrétnich kfnen
nez celého druhu. Produkce histidin-dekarboxylagha malezena ndfklad u zastuptc

rodu Lactobacillusa rekterych kmef Enterobacter aerogengs0].
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Obrazek 1 — Schéma vzniku histaminu z L-histidb@]. [

@)
N H* N
</ / o histidin-dekarb I'> 0, + (p
istidin-dekarboxylaza
N HN Y N H,N
H H
L-histidin histamin

Z nékterych biogennich amin mohou vznikat dalSi biogenni aminy. PutrescifiZzen
vzniknout femi drahami, atoipnmenou biogenniho aminwi dekarboxylaci volné
aminokyseliny. Tyto drahy jsou znazény nize (Obrazek 2 - 4). Obrazek 2 popisuje vznik
putrescinu z biogenniho aminu agmatinu zsmsti agmatinazy a vzniku vedlejsiho
produktu maoviny. Bakteriemi, které jsou schopny syntetizowgmatin za vzniku
putrescinu jsou ndfklad rektefi zastupci roduEscherichia ¢i Bacillus Samotny
meziprodukt agmatin vznika wipomnosti arginin-dekarboxylazy z volné aminokyseli
L-arginin [6, 10].

Obrazek 2 — Draha 1., kde putrescin vznika z L4airgi p-es

agmatin [10].

+H*
arginin-karboxylaza Y
NH
OH agmatin

agmatin-ureohydrolaza +H20

L-arginin

o]

NH, =+  H,N NH

2

putrescin mocovina

Na Obrazku 3 je mozné vitldruhou drahu vzniku biogenniho aminu putrescifato
drdha je az po vznik agmatinu stejna jako drahaipf@brazek 2). Agmatin poté diky
agmatin-deiminaze (produkovanykterymi zastupci kmendPseudomonas aerugingsa
nebo agmatin-iminohydrolaze r{fomny diky ¢innosti rekterych kmei, nag. bakterii

Arabidopsis thaliana, Pseudomonas aeruginojase néni naN-karbamoylputrescin.
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Tento meziprodukt reaguje s molekulou vody a kadon vodiku v pitomnosti
N-karbamoylputrescin-amidohydrolazy za vzniku puties a dalSich slaenin.
Amidohydrolaza, ktera seastni této reakce, ime byt produkovanackterymi bakteriemi
kmeneArabidopsis thalianaVznik putrescinu touto drahoutie probihat jen vifpad,
Ze jsou pitomny gramnegativni bakterie s dekarboxylazovotivau, kam pati i vySe
zmirgné bakterie roduPseudomonas spV piitomnosti grampozitivnich bakterii majici
dekarboxylazovou aktivitu bude putrescin syntet&oprvni drahou nebo fieti drahou
(Obrazek 2, 4) [10, 13].

Obrazek 3 — Dréha Il., kde putrescin vznika z Liairgpres agmatin

a N-karbamoylputrescin [10],[13].

+H*

co, + HZN/\/\/NHT(NH2

NH  agmatin

arginin-dekarboxylaza

OH tin-deimin
agmatin-deiminaza
J +H,0

agmatin-iminohydrolaza

L-arginin

NH4+ + HZN/\/\/NHYNHZ

0]
N-karbamoylputrescin

N-karbamoylputrescin-amidohydrolaz +H+20
+H

HzN/\/\/NH2 + CO; + NH;
putrescin

Putrescin ovSem tiZe vzniknout také dekarboxylaci aminokyselimprnitin za @&asti
ornitin-dekarboxylazy, enzymy kmeérEscherichia coli Pseudomonas aeruginas&ato

tieti draha je zndzo¢na na Obrazku 4.
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Obrazek 4 — Schéma vzniku putrescinu dekarboxitacnitinu [10].

0]

+

H /\/\/NHZ
HoN Ry OH — > CO, =+ H,N
H ornitin-dekraboxylaza

NH,

L-ornitin putrescin

Z putrescinu dale fize vznikat methylac&adenosyl-methioninaminem dalSi biogenni

amin spermidin, ze kterého naslednou reakicievznikat spermin [3 - 11].

1.2.1 Podminky pro vznik biogennich amini

Okolnosti, které maji vliv na vznik biogennich afinmizeme rozdit na pime
a nepimé. Tyto podminky mohou krafreamotného vzniku vyra#rovliviiovat i kongné

koncentrace jednotlivych biogennich afhindané potravi&
a) Primé podminky pro vznik biogennich amin

» pritomnost a dostateé mnozstvi volnych aminokyselin, ze kterych biageaminy
vznikaji [3 - 7],

= pro vznik biogennich amin jsou nutné mikroorganizmy, které maji
dekarboxyldzovou aktivitu — jednotlivé mikroorgamyg mohou mit odliSnou
dekarboxylazovou aktivitu pro vznik konkrétnich ggmnich amifi. Mezi bakterie
disponujici dekarboxylazovou aktivitou pro vznikstaminu i tyraminu jsou
nagiklad Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonasptilivora,
Bacillus cereus, Enterococcus durans, Lactobacilhrevis, Lactococcus lactis
subsplactis, Lactococcus lactisubsp.cremoris, Streptococcus mitiByto bakterie
v8ak maji rozdilny vliv na vznik biogennich ariirkK bakteriim, u kterych byla
zaznamenana dekarboxylazova aktivita pro histamikeli vSak pro tyramin,
mohou patit razné kmeny Acinetobacter Iwoffi, Aeromonas hydrophila,
Escherichia freundii, Pseudomonas fluorescardalSi.Escherichia colimize mit
dekarboxyldzovou aktivitu i pro vznik dalSich biogéch amiid, nagiklad
agmatinu, kadaverinu, aj.. Kadaverin vznikas@benim enzymu, vyskytujici

se napiklad u kmentClostridium cadaverisa dalSi [3 - 7].
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b) Neprimé podminky vzniku biogennich aniin tento faktor je Uzce spjat sifpmnosti
mikroorganizni majici dekarboxyldzovou aktivitu, protoZze se jedpi@devsim

0 podminky, které umaiji optimalni fist a reprodukci¢chto mikroorganizr.

» pritomnost volnych aminokyselin a vyuzitelnych sadahar— dle Komprdy [4]
by dany substrat & mit koncentraci glukézy pro dany druh bakterifoemezi
0,5-2,0% [4, 9, 11],

» teplota — pevazna vwutSina bakterii s dekarboxylazovou aktivitou ipat
mezi mezofilni bakterie, jejichZ teplotastu a reprodukce je v rozmezi 10 — 45 °C.
AvSak optimalni teplota jejich nejtsiho fGstu a reprodukce je okolo 37 °C.
V pripac, Ze bakterie s dekarboxyldzovou aktivitou sedi mezi termofilni
bakterie, optimalni teplotaistu je v rozmezi 40 — 50 °C. Zalezi tedy na komkrat

druhu bakterie a jeho optimalni te@aoitistu a reprodukce [4, 8, 11],

= pH - pro bakterie miéhého kvaSeni je za optimalni pH povazovanodéslafselé
prostedi, pro hnilobné bakterie je optimalni neutralaistalé zasadité progtdi
[4, 8, 11]. Roginsky a kol. [3] uvadi, Ze optimalpH pro tvorbu histaminu,
tyraminu a trypatminu je fjplizné 5,0. Uvadi také srovnani obsahistaminu
ve dvou typech Goudy. Prvni typ s vysSim pH (5,8%ruhy typ (pH = 5,19).
Jiz po dvou tydnech zrani bylo zpozorovano, ze @audysSim pH obsahujétsi
koncentrace histaminu nez druhy typ Goudy. Tvonména je vSeobeckh rychlejsi
v kyselejSim progedi, zatim co odbouravéani amiirje rychlejSi v zasaditém
prostedi [3],

= obsah kysliku v substratu — ani tento faktor neela ffesré jednoznany. Musi byt
bran ohled na to, zda-li bakterie majici dekarbasnil aktivitu pati mezi aerobni,
anaerobnii fakultativné anaerobni. #vazna ¥tSina &chto bakterii séadi mezi
fakultativne anaerobni mikroorganizmy, a tudiz mohou Zit jakpiftmmnosti,
tak i za nefitomnosti kysliku, ale néfiomnost kysliku mZe podporovat vznik
konkrétnich biogennich aminj3 - 6, 8, 11].

1.3 Reakce biogennich amiii

Biogenni aminy pdat mezi reaktivni latky. B enzymovych reakcich dochazi k tveérb

derivati biogennich amiin a dalSich slatenin. Jednou z reakci biogennich ainin



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 18

je nagiklad oxidativni deaminace. Vyslednymi produkty otéteakce jsou aldehydy.
Pt dlouhodobém skladovani neboti pvySSi teplot dochazi naiiklad k reakci
s triacylglyceroly za vzniku amid mastnych kyselin. Velmicasto se také dastni
neenzymoveho tadnuti, kde vznikaji jako primarni re&k produkty gislusné iminy.
Iminy se mohou z biogennich anitvorit také diky oxidaci, fedevSim pomoci peroxidu

vodiku¢i hydroperoxid lipida. Tyto reakce je mozné witina Obrazku 5 [3 - 6].

Obrazek 5 — Obecné reak schémata biogennich

amina [6].
1,0,
R ONH, LA
- NH,
AT, R%-COOR? L
R™ONH, 5 =~ RTONH R
- R%OH
R'-CHO
R/\NHZ - R/\N/\Rl
-H,0
HZOZ
R” O NH, L2H,0 = R

Nekteré biogenni aminy, fpdevSim sekundarni aminy, mohou reagovat s dusitany
predevsim s bazemi nukleovych kyselin, za vzniku ikagennich nitrosamin [3 - 6].
Vroce 1978 stanovila Mezinarodni agentura pro uyzkrakoviny (IARC) skupiny
nitrosamiri dle jejich negativniho vlivu na lidsky organismus:nitrosodiethylamin
(NDEA) a N-nitrosodimethylamin (NDMA) pdi do skupiny pravépodobnych
karcinogei. N-nitrosodibutylamin (NDBA), N-nitrosopiperidin (NPIP)
aN-nitrosopyrrolidin (NPYR) sefadi do skupiny moznych karcinogenV nekterych
zdrojich se uvadi, Ze putrescin, spermidin a spermiohou byt prekurzory
N-nitrosopyrrolidinu. Toto tvrzeni je vystleno tak, Ze putrescin vznika dekarboxylaci

ornitinu. Z ornitinu po deaminaci a nésledné cyktiz mize vzniknout pyrrolidin.
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Pyrrolidin  miZze naslednou reakci v fipmnosti nitroséniho cinitele reagovat

naN-nitrosopyrrolidin [17, 18].

1.4 Ug&inky biogennich amini na lidsky organizmus

Biogenni aminy maji pozitivni, ale i negativnéiriky na lidsky organizmus. V nizSich
koncentracich jsou pro organizmus nepostradatedvdak pi vySSich mnozstvich
se pro lidsky organizmus stavaji toxické. Protob&mgenni aminyadi i mezi pirozené
toxickeé latky [17, 18].

a) Pozitivni &inky na lidsky organizmus - biogenni aminy v orgamu plni fadu
dulezitych biologickych funkci. V Tabulce 2 jsou uesy jednotlivé biogenni aminy

a jejich biologické funkce, které v organizmu (.
b) Negativni dinky na lidsky organizmus — v organizmu se mohajguovat jako:

= psychoaktivni latky — tyto biogenni aminyigobi v organizmu na nervové
pienaSée. U WtSiny pipadi miuZze dochazet k dasnym zminam vnimani,

chovéni, aj. Mezi tyto latky pétnag. histamin [3 - 7, 19 - 21],

= vasoaktivni latky — biogenni aminy pai mezi vasoaktivni latky majiijny
Cinegimy vliv navaskularni systém. Tyto latky se mohaléle dlit
na vasokontraktibilni. Takovym biogennim aminemnggiklad tyramin. Druhou
skupinou vasoaktivnich latek jsou vasoditaia latky, z biogennich amin
je to nap. tryptamin a fenylethylamin. Tyto biogenni aminyajimza nasledek
piedevSim kontrakce hladkého svalstva, h@8i cév. Msledkem &chto jewi
je snizeni krevniho tlaku [3, 4, 6, 7, 20, 21].
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Tabulka 2 — Biogenni aminy, jejich prekurzory aldgicky vyznam [6].

Biogenni amin Biologicky vyznam

loké&lni tk&ovy hormon, vliv na krevni tlak, sekreci Zaldde&'avy,
histamin Gcast (i anafylaktickém Soku a alergickych reakcich, dizahie
makromolekul (nukleové kyseliny), rostlinny hormon

kadaverin stabilizace makromolekul (nukleové kysglirostlinny hormon

putrescin stabilizace makromolekul (nukleové kysglirostlinny hormon

fenylethylamin | prekurzor tyraminu

prekurzor dopaminu, lokalni tkévy hormon, vliv na krevni tlak

tyramin a kontrakce hladkého svalstva
dopamin mediatory sympatickych neiv
trvotamin lokélni tk&ové hormony (katecholaminy), vliv na krevni tlak,
P peristaltiku stev, psychické funkce
. antioxidant a akceptor volnych radikabktabilizace makromolekul
spermin ; )
(nukleove kyseliny)
spermidin stabilizace makromolekul (nukleové kysgli

Horni hranice, kdy se biogenni aminy stavaji toyiokpro lidsky organizmus, neni zcela
piesré stanovena, protoZze zalezi na mnoha faktoreché kteshou k otra¥ biogennimi
aminy vést. RedevSim zalezi na konkrétnim jedinci, zejména ha gdravotnim stavu.
Proti intoxikaci biogennimi aminy je zdravylovék prirozere chrargn pomoci
detoxifikatniho mechanizmu, diky¢muz je moznost otravy minimalizovana. K detoxikaci
biogennich amik v lidském organizmu dochazi pomocteshich enzyrd aminooxidaz
[3,4-7,9,14-16, 19, 22]. Mnozstviéchto detoxifik&nich aminooxidaz nejen
s rostoucim ¥kem klesa, ale snizuje se igpbenim alkoholugi Iéciv, predevSim
psychofarmak. Tyto tva ve WtSin¢ pripadi obsahuji inhibitory aminooxidaz. DalSim
faktorem, ktery mize vést k otra¥ biogennimi aminy je mnoZstvi konzumované potrayviny
respektive koncentrace biogennich airpritomnych v konzumované potra¥irKonkrétni
negativni dinky na lidsky organizmus jsou uvedeny u jednottivpiogennich aminnize
[13 - 16, 19].

Z hlediska toxikologie mezi nejzavagsi biogenni aminy p#t histamin a tyramin, gadi

se k nejvice zkoumanym biogennim atnimdneSni do& Ve vysokych koncentracich
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mohou mit negativni vliv na zdravi. Jejich vysokifjgm zpsobuje zdravotni potize,

které mohou vést az ke smrti konzumenta [3 - 6194,

1.4.1 Histamin

Dle &leni biogennich amin se fadi mezi heterocyklické monoaminy. Sledovani jeho
koncentrace v potravinach jeuldzité, protoze fitomnost vysSiho obsahu negativn
ovliviuje lidsky organizmus. Vyskyt histaminu je zejménaybim mase, syrech, Win
amasnych produktech [8]. Kalaa Kiizek [5] uvadi, 7e hodnota 8 — 40 mg'kg
je mnoZstvi, které f¥e vyvolat projevy lehké otravy. 40 — 100 mg'kge uvedeno
jako hodnoty pro #edre t&Zkou otravu a koncentrace nad 100 mg.kgstaminu jako
velmi silnd otrava. OvSem tyto koncentrace jsouddmgt pro pevné potraviny [3 - 12].
Moreno-Arribas a Polo [23] uvadi koncentraci histam8 — 20 mg:t v alkoholickych
ndpojich jako mnozstvi, které te u konkrétnich jediric zpisobovat negativni
fyziologické (&inky na lidsky organizmus.iZnaky otravy jsou pozorovatelné v rozmezi
nékolika minut az hodin. Mezi nejzavadfi inky histaminu pdf anafylakticky 3ok,
snizeni tlaku, bolesti hlavy. Bolesti hlavy mohoteghazet az v silné migrény. DalSimi
toxickymi pfiznaky jsou kontrakce hladké svalovinyest jako WiSni kiete, zvraceni,
prajmy. S otravou histaminem e souviset i zarudnut kaze, potize s dechem #&e$

[4, 7]. Ve vyhlaSce Ministerstva zdravotnictvi 305/2004 Sb. (v platném &mi) [24]

je stanoveno ifpustné mnozstvi histaminu v rybach a rybich vyrdibcna hranici
100 mg.kg'. Toto mnoZstvi rie byt pekrateno ve dvou z deviti odebranych vzirk
Z jedné SarZze o0 100 %, coZz znamena, Ze ve dvogichamize byt koncentrace histaminu
aZ 200 mg.kg.

1.4.2 Tyramin

Dle predchoziho &eni chemické struktury se tyramiadi mezi aromatické monoaminy.
Z toxikologického hlediska je tyramin spolu s histaem jednim z nejzavagsich
biogennich amif. Vyskytuje se zejména v mase @pgEm, ho¥¢zim a rybim. V masnych
vyrobcich niiZe byt mnoZstvi tyraminu vrozmezi 100 — 800 md.k&rovnatelné
koncentrace tyraminu byvaji nalezeny i v syrechrostlinnych produktech se tyramin
vyskytuje zejména v bananech, kde jeho mnoZstiiendosahovat aZz 200 — 400 mg-kg

Ve fermentovanych vyrobcich rostlinnéhaivpdu je obsah tyraminu nejzav&ii
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v kysaném zeli [3 -6, 14, 25, 26]. Moreno-ArribadPolo [23] uvadi pro alkoholické
napoje mnozstvi 25 — 40 mg.tyraminu, které mZe vyvolavat negativnidinky. Bylo
zjisttno, Ze konzumace potravin s koncentraci tyraminozmezi 10 — 80 mg.Kgmize
mit za nasledek tvorbu otdkK dalSim piznakim vyvolané otravou tyraminem pasilné
bolesti hlavy spolu se zvracenim, zvySeni teplopywalké zvyseni krevniho tlaku [26, 27].
Souwasnd vyhlaSka Ministerstva zdravotnictui 305/2004 Sb. (v platném &m) [24]
bohuZel neudava povolené mnozstvi tyraminu v potéah. Legislativd dana horni
hranice  mnozstvi tyraminu v potravinach o®8eala starSi vyhlaSka Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 298/1997 Sb., ktera stanovila povolené mnozZswantinu ve vig
50 mg.kg" a v syrech tvrdych, #ikkych a zrajicich 200 mg.Kg Tato vyhlaska je dnes
jiz neplatna [24 - 28]. AvSak podle Onala [26] setaxické mnoZstvi tyraminu, kteréiire

vyvolavat vySe zmigné ffiznaky otravy tyraminem, povaZuje hodnota 1080 giy.k

1.4.3 Putrecin a kadaverin

Biogenni aminy jako putrescin a kadaverin nemajinysao sold prilis velky vliv
na organizmus. AvSak jejichippmnost a mnozstvi v potravinach jélefité, protoze
zvySuji &inky histaminu a tyraminu. Tento jev je tgmben diky tomu, Ze putrescin
a kadaverin nze ovliviiovat detoxifik&ni mechanizmus, ktery jefippzenou obranou
organizmu w¢éi negativnim vlivim biogennich amin Putrescin je @leZity pro regulaci
funkci nukleovych kyselin, syntézu bilkovin. Pr&pddobr® ma vliv ina stabilizaci
membran. Hranice toxicity pro putrescin byla starme na 180 mg na jeden kilogram
téelesné hmotnosti konzumenta. Pro kadaverin tyto btydm dostupné literate nebyly
nalezeny. LegislativhbohuZel nejsou dany Zadné hranice toxicgithto biogennich amin
[3-6, 13, 23, 25, 26].

1.4.4 Spermidin a spermin

Tyto dva biogenni aminy patmezi alifatické polyaminy. Jejichéiinky v organizmu jsou
stejné jako u putrescinu. Spermin v organizmuiZzen vystupovat jako antioxidant
a akceptor volnych radiké&l Také niize vystupovat jako ochrana neulom centralni
nervoveé sousta|3 - 6, 14, 25, 26, 29, 30].
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1.5 Vyskyt biogennich amini

Dle potravin obsahujici biogenni aminyibeme vyskyt rozélit na pritomnost biogennich
amini ve fermentovanych a nefermentovanych potravindginotoZze koncentrace
biogennich amiin se nize vyrazg liSit dle technologie vyroby dané potraviny. | @ob
skladovani potraviny f¥e ovlivnit koncentraci biogennich aninBylo dokéazano,
Ze @i dlouhodobém skladovani se obsah biogennich amyrazré zvySuje, a to zejména

v zelenirg, ovoci, houbach a fermentovanych vyrobcich [4.- 8]

1.5.1 Nefermentované potraviny

K nefermentovanym potravinam, které mohou obsahayagi koncentrace biogennich
amim, pati nag. ryby. Z hlediska mozného vyskytu vyssSiho obsalngdnnich amit

je predevSim celed” Scombridae,cili makreloviti. V ¢erstvém rybim mase je obsah
biogennich amih témef zanedbatelny. OvSem s prodluZujici se délkou skiagi masa,
nebo @i jeho kazeni, obsah biogennich afhipredevsSim histaminu, vyraZmoste a mze
dosahovat hranici toxicity. Proto se otrava biogemraminy z tohoto druhu rybich mas
nazyva skombrotoxikdzatasto ozn&ovana také jako histamindza. VySSi koncentrace
biogenniho aminu histaminu v mase jeiggbena pedevsim diky tomu, Ze v bilkovinné
sloZzce krevniho barviva se nachazi velké mnozsisfidmu. Histidin je esencialni
aminokyselina, ze které se pomoci histidin-dekayldmy tvai biogenni amin histamin
(Obrazek 1). V ostatnich nefermentovanych potrahngako nap ovoce, zelenina,

houby, je mnoZstvi biogennich amiténet zanedbatelné [4, 6].

1.5.2 Fermentované potraviny

Fermentované potraviny jsou z hlediskdgmnosti vy3Sich mnoZstvi biogennich afnin
dulezitejSi. Jedna seipdevSim o syry a masné vyrobky, u kterych byiawvgrobnim
procesu pouzita fermentace. U fermentovanych piotree vyskytuji pedevsim biogenni
aminy tyramin, putrescin, kadaverin a histamin. iRbgomineme vznik biogennich amin

v téchto potravinach pomoci kontaminujici mikroflorgktu fermentovanych potravin
biogenni aminy vznikajicinnosti startovacich kultur s dekarboxyia aktivitou, které
se do potravin ifidavaji @i vyrobnim procesu zacélem nasledné fermentace. Proto

je nutné k minimalizovani mozné tvorby vysSiho dhsa biogennich amin

s
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dekarboxyléni aktivitu. OvSem P vyrob¢ potravin se prozatim nesotesfuje velka

pozornost na vy mikroorganiznt s nizsi dekarboxylazovou aktivitou [4 - 6, 8].

Mimo jiné se k fermentovanym potravindadi i fermentované napoje. Jedna se zejména
0 pivo avino. V&chto napojich nemusi byt mnoZstvi biogennich &npfilis vysoke,

ale gesto niize dochazet k otravam biogennimi amirynito napoji. To nize byt
zpisobeno porrné rychlou konzumaci&tsiho mnozstvi fermentovanych najpdpruhym
faktorem u fermentovanych nagpoje vliv alkoholu, ktery nmize &inky jednotlivych
biogennich amién zvySovat (viz. 1.4 €inky biogennich amih na lidsky organizmus)

[4 -6, 8].

Vysoka mnoZstvi biogennich aniitze nalézt zejména v ndéych produktech, igdevsim

v syrech, protoZze vytva idedlni prostedi pro tvorbu biogennich antin NegasgjSimi
biogennimi aminy, které se v nilych vyrobcich vyskytuji, jsou tyramin, histamin,
putrescin, kadaverin, tryptamin a fenylethylaminde®si dobou zranii skladovani
se obsah biogennich anlirvyrazré zvySuje. Krond vhodného progedi je v mlénych
vyrobcich gitomnost bakterii s dekarboxyldazovou aktivitou. oryjtakterie mohou byt
soudsti startovacich kultur, tzv. startér§i, jako nonstartéry. Krog bakterii, které
se do mlénych vyrobkKi pii  vyrob¢ prfidavaji zamrné, se mohou vyskytnout
i kontaminujici bakterie s dekarboxyldzovou aktivit Nejwtsi zaznamenana mnoZstvi
biogennich amitn byla zpozorovana v mtéych produktech vyrobenych ze syrového
mléka, kde je riziko vlivu pré&vkontaminujici mikroflory majici dekarboxyai aktivitu,
zejménaeled’ EnterobacteriaceaelTomuto jevu Ize ovSemigdchazet vhodnou hygienou
pii vyrob¢ potravin, diky niz seiffomnost kontaminujici mikroflory v mé@ych vyrobcich

minimalizuje [3 - 9].

1.6 Metody stanoveni biogennich amit

Mezi soutasné metody stanoveni biogennich amipati zejména tenkovrstva
chromatografie, plynova chromatografie, kapalinoxéhromatografie a kapilarni
elektroforéza. Podle Si@ a kol. [27] se v &nych laboratornich podminkach pouziva
vysoce citiva chromatografickh metoda RP-HPLC ¢kggkinna chromatografie
s obracenymi fazemi) s fluorese¢amn nebo UV detekci. DalSi metodou pro stanoveni

biogennich amif v potravinach je ndpiontow — vyménna chromatografie.
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Pred samotnym pouzitim konkrétni metody pro stanobegennich amii v potravinach
je nutnd extrakce éthto nizkomolekularnich dusikatych latek ze zkoushan
potravinového vzorku. Vipac napofi je priprava vzorku sloZzena obvykle pouze
z filtrace. Proestos a kol. [31] uvéadi, Z& gtanoveni biogennich antirve virg je vhodné
pouzit polyvinylpyrrolidon (PVP), ktery odstmaje substance, jez by mohly ovlivnit
derivatizaci a nasledné stanoveni mnozstvi deérivBolyvinylpyrrolidon reaguje ndiklad

s polyfenoly za vzniku usazenin, které mohou bt@ny pomoci centrifugyi filtrace.

U ostatnich potravin se pro extrakci biogennichréingouZzivaji tiznd extrakni ¢inidla.

V dnesni dob mezi nejpouziva¥Si extrakni cinidla pati zejména kyselina chlorista
o riznych koncentracich, kyselina chlorovodikova (0dl.dmi®), 5% [w/w] kyselina
trichloroctova, methanol, petrolether. Pro extrakanasnych vyrobk a ryb se né€pstji
pouziva methansulfonova kyselina. Po homogenizamiku s vybranynginidlem je nutné

odstranit vysrazené slozky pomoci dgddivky a filtrace [32 - 36].

1.6.1 Derivatizace pro HPLC a CE

Pro stanoveni biogennich amise pouziva derivatizace, ktera je gealu metod téwt
stejna, zejména ip vyuziti vysoko@&inné kapalinové chromatografi€i kapilarni
elektroforézy. Lingeman a Underberg [37] ve svéligabi uvadi: ,Derivatizace je nutné
zlo“. Lores a kol. [38] uvadi dva obecné cil& pouZiti derivatizace. Prvnim cilem
je zvysit citlivost detekce (zisk vhodnych steamin s vySSi odezvou). Druhym cilem
je zvySeni selektivity pouzitim specifickych a s$ienich derivatizanich reakci.
Derivatizace se zpravidla provadied pouzitim samotné chromatografické separace,
to je pre-chromatografick&i prekolonova derivatizace, nebo az po chromatar@f
separaci, jednd se o0 postkolonovou derivatizaci.rivBgzace provedena ied
chromatografickou separaciie mit za dsledek i zlepSeni chromatografickych vlastnosti
analytu. Pouziti¢inidla a zvoleni pre<i postkolonové derivatizace zalezfepgevsim
na analytu areakim systému. Citlivost stanoveni biogennich amimize byt rovez
zvySena pouzitim fluorescence misto diodoveho tietekPro derivatizaci se velmiasto
pouziva o-ftalaldehydem (OPA), dansylchlorid (Dns-Cl), ddbokjorid, nebo
6-aminoquinoyIN-hydroxysukcinimid karbamat. Bylo zji&to, Zeo-ftalaldehydem reaguje
pouze s primarnimi aminy a jejich fluores¢en derivaty jsou powrné nestalé.

Dansylchlorid a dabsylchlorid reaguje jak s primidnin tak sekundarnimi aminy,
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a poskytuji porarné stalé derivaty [31]. Jako dalSi derivatinécinidla se mohou vyuzivat
i o-ftalaldehyd ve swsi s merktaptoethanolem (2-ME), 1,2-naftochinonifemat,
4-chloro-7-nitrobenzofurazan, 9-fluoroenylmethyldsarbamat (FMOC), aj. [32 - 36, 39].

Fan a kol. [40] ve své publikaci uvadi moZnostiyobvderivatiz&nich ¢inidel pro vyuZziti
v kapalinové  chromatografii. Jako n&foejSi  derivatizéni  ¢inidlo  uvadi
fenylisothiokyanat (PITC), benzoyl chlorid, 4-nitenzoyl chlorid, 3,5-dinitrobenzoyl
chlorid. Ale tyto slodeniny maji pondrné nizkou citlivost. Vyuziti PITC ma dv
nevyhody. Prvni nevyhodou f@sova narénost metody. Druhou nevyhodou je nadng
mnoZstvi derivatizznich cinidel, které jsou nutné k odstrari danych slozek ipd

samotnou analyzou [40,41].

1.6.2 Vysokowinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je velmicasto vyuZivanou metodou obzviasiiky jeji vysoké citlivosti a f@snosti,
svou v3estrannosti i jednoduchotippavou vzork [31]. Casto pouzivanou variantou
je RP-HPLC. B pouziti merktaptoethanolu (2-ME) ve &snso-ftalaldehydem se vyuziva
fluorimetricka detekce, u derivatigaiho ¢inidla 1,2-naftochinon-4-sulfonatu a 4-chloro-7-
nitrobenzofurazanu spektrofotometricka detekce. d&tekci gkterych biogennich amin
neni nutné pouziti derivatizaiho cinidla, zejména u stanoveni histaminu a tryptaminu.
Kromé vySe uvedenych detekfoje mozné pouzit i UV/VIS DAD detektor, tj. detekto
diodového pole. U této metody lze mimo jiné pouikonduktometricky detektor.

V posledni dob je stalec¢astji pouzivanou metodou pro stanoveni biogennich amin
kombinace HPLC s hmotnostni spektrometrii (HPLC-y&%) 33, 36, 42 - 46].

1.6.3 Kapilarni elektroforéza (CE)

Z elektromigr&nich metod seipstanoveni biogennich aniiruplafiuje zejména kapilarni
zbnova elektroforéza (CZE). Steéjn  jako Vv @ipact chromatografii
je také u elektromigeaich metod nutnd derivatizace analyzovanych sloAékome
kapilarni zonové elektroforézy je mozné vyuZitielayé elektroforézy (GCE), micelarni
elektrokinetické kapilarni chromatografie (MECCapiarni elektrochromatigrafie (CEC),
kapilarni isoelektrické fokusace (CIEE) kapilarni isotachoforézy (cITP) [47]. Pomoci
derivatiz&nihocinidla dochazi ke vzniku fluoreskujici¢habsorbujicich produltt Analyt

muze s¢inidlem reagovat fed clenim nebo aZ po rozZtbni sngsi v kapilde. Je mozné
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vyuzit i derivatizace vzorku fpmo v kapil&e (,on-column® nebo in-capillary®),
V niZ je obsaZzen zakladni elektrolyt dohromady rivdgzacnim ¢inidlem (nap. OPA)
[7,12, 26, 32 - 35].

Bardelmaijer a kol. [47] uvadi krainultrafialové detekce i dalSi moZnéuspby, jako
nagiklad lasero¥ indukovanou fluoresceéni, chemiluminisceini nebo elektrochemickou

detekci.

1.6.4 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

TLC je pongrné jednoduchd metoda, ktera je pong ¢aso¥ velmi naréna. V gipac
analyzy biogennich aminse pouziva dvoufazova TLC. Tato metoda vyuZivaéays
rozpoustdel chloroform — diethyleter — triethylamin (6:4:3 dale chloroform —
triethylamin (6:1). Po derivatizaci,tgdevSim pomoci DnsCl, nasleduje denzitometricka
detekce @ 254 nm. Vyhody této metody sgiwaji v tom, Ze je mnozné ji pouZit prétsi

mnoZzstvi vzork. OvSem nejedna se @il presnou metodu [33, 34].

1.6.5 Plynova chromatografie (GC)

Nejcastji se tato metoda pro stanoveni biogennich &myuziva ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (GC-MS). U GS-MS se jako derivatiziginidlo pouziva anhydrid kyseliny
heptafluoromaselné (HFBA) za&dlem gevodu biogenniho aminu n&avy derivat [42].
Metoda GC byla podle Onala [26] pouzita hapro stanoveni biogennich arhin

v portském vig a celkovéntasu analyzy 18 min.

Onal [26] uved! i dal3i postup vyuzivajici plynovahiromatografii, fi které odpada
nutnost derivatizace analytu. Tento postup byl itypto stanoveni obsahu histaminu
v rybach a rybich produktech. Histamin byl nejpze vzorku extrahovan alkalickym
methanolem a poté injektovan na chromatografickalariu bez derivatizace, doba analyzy
¢inila 20 minut [26, 33, 48].
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2 AMINOKYSELINY

Aminokyseliny mohou byt v organizmu vdzané nebmgolRiblizn¢ 99 % aminokyselin
je vazano v bilkovinach a peptidech. Zbytekilizné 1 %) jsou volné aminokyseliny.
VeétSi mnozstvi volnych aminokyselin byva obsazenotvgvinach, f jejichz vyroke

¢i procesu zrani dochazi k proteolyze [49 - 51].

Spojenim mé#& nez 50 aminokyselinovych jednotek pomoci peptidbvyamidovych)
vazeb, tj. vazba aminoskupiny jedné aminokyselinkarboxylové skupiny druhé
aminokyseliny, dochazi ke vzniku peptidPi spojeni vice jak 50 aminokyselinovych
jednotek vznikaji bilkoviny. Z aminokyselin mohoeakcemi vznikat jejich derivaty,
napiklad biogenni aminy [49 - 52]. Reakce aminokysehnvzniku biogennich amirjsou

uvedeny v kapitole 1.2 Vznik biogennich afin

Pro organizmus jsou aminokyseliny nepostradatelsimzkou, kde jsou sddsti rady
dulezitych funkci. Nkteré volné aminokyseliny mohou v organizmu plaoikci hormori.
Jako hormon wte mize pisobit napiklad thyroxin, hormon §titné Zlazy. McMurry J. [52
uvadi, Ze vyznamnou sléeninou majici biologicky &inek je GABA f-aminomaselna
kyselina), kterd plni v mozku funkcirgnasSée nervovych vzrualh Nékteré mohou byt
pro lidsky organizmus toxické. N&glad pi poruSe metabolizmu wkterych jedind
muze fenylalanin vyvolavat onemaogmi fenylketonurie. Homocystein, ktery jéifomny

v krvi, pravdpodobr souvisi s koronarnimi onemagrimi srdce [49 - 52].

VeliSek [49] uvadi, Ze enzymové hydrolyzaty bilkoyhag. séjova omé&a) nebo kyselé
hydrolyzaty bilkovin (polévkové keni) jsou slozeny fpvazié z volnych aminokyselin
a nikoli z bilkovin. Nekteré aminokyseliny a jejich produkty maji vliv wmaganoleptické
vlastnosti potravin. Produkty vzniklé reakcemi aokiyselin byvaji dlezitymi vonnymi

¢i chuovymi latkami [49 - 52].

Vyznam, pr@ jsou volné aminokyseliny sledovany v syrech, je, jgjich mnoZstvi
je ukazatelem proteolytické aktivity enzygmbéhem zrani. Bhem zrani dochazi
k proteolyze bilkovin za vniku prévvolnych aminokyselin (vice uvedeno v kapitole

3.2 Procesy probihajictirani syt holandského typu) [49 - 52].
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3 SYRY HOLANDSKEHO TYPU

Z hlediska vyZivycloveéka tvai prirodni syry dlezitou sodast stravy, protoze obsahuji
vyznamné vyzivové slozky. Z nutniho hlediska Ize mt@é slozky rozdit na dw hlavni
skupiny, a to na tuk (smetanu) admrozpustné vitaminy a tukuprostou &néu susinu
(krom¢ tuku — tzv. mléna plazma), nagklad bilkoviny, ve vod rozpustné vitaminy,
sacharidy a minerdlni latky [53 - 62]. \i®ze | jsou v tabulce uvedeny jednotlivé latky

a jejich mnozstvi, které se v plnétiem mléce mohou vyskytovat [53].

Mléko je také vyznamnym zdrojem nasycenych a nemagch mastnych kyselin,

nagiklad palmitova, stearova, olejova, linolenovaglova a dalsi [53, 62, 63].

Oblibenost syir u spotebiteli stale stoupa. Di€eského statistickéhoradu [64] byla
celkova spatba syl 10,9 kg na jednu osobu za rok 2008, z toho 6,prikgdnich tvrdych

syni, kam se dle &které literatury mohowadit i syry holandského typu.

Syry holandského typu dle vyhlasky 77/2003 Sb.ripdb skupiny pirodnich syd,
podskupina polotvrdé nebo tvrdé syry [65]. Tytoysynaji zpravidla obsah suSiny
vrozmezi 40 - 53 %. Syry holandského typu se dathou dlit dle obsahu tuku
na vysokottné (vice jak 60 % tuku v su$n plnotwné (45 — 60 % t.v.s.), polatné
(25 — 45 % t.v.s.), nizkotné (10 — 25 % t.v.s.) a odené ( méw nez 10 % t.v.s.). Obsah
tuku v prosté susin vSak zcela zaleZzi na technologii vyroby a charakt@nalniho
produktu syra [54, 66].

Vznik symi holandského typu je podle Foxeéigisovan na rok 1697, ve kterém byly
zaznamenany prvni zminky o Goudy [67]. Tento tyjh e vyralgn prevazrié z kravského
mléka (viz. kapitola 3.1 Technologie vyroby &ymolandského typu). Syry jsou baleny

pievazre do folii nebo jsou zalévany voskem pro zachovajiepsi kvality.

NejznangjSim zastupcem s§r pochazejicich z Nizozemska je Gouda. Jeho nazev
je odvozen od stejnojmennéhasta pobliz Rotterdamu, kde se po dlouha staletibiyr
Podle Kodexu standardu pro Goudu [68] jde o zr&yicly/polotvrdy syr, barva blizka bilé

¢i slonoveé az ke sitle Zluté. Syr by rél byt pruzny bez oKi vétSich trhlinek s obsahem
suSiny 54 — 60 % a s 30 — 50 % tuku v sagléil, 69]. VSe ovSem zaleZi na stupni
vyzralosti Goudy [67]. Podle délky zrani se Goudgenctlit do nékolika kategorii, a to:
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» mlada Gouda — jejiz doba zrani jebtizne 4 az 6 tydh a jeji chd’ je velmi jemna,

barva je s¥tla,

» stredre prozrala Gouda — tento typ zraje 3 az &idi, vyznauje se tmavsi barvou

a pikantrjsi chuti,

» prozradla Gouda — jeji doba zrani se pohybuje v exinmi8 nisial az 5-ti let,
béhem kterych syr ziskdva karamelovou barvu, nasladthw’ a drobivou
strukturu. Takto uzrald Gouda se vyréazrodoba Parmezanu. Drobiva struktura
muze byt z@isobena dlouhym zranim a zvySovanim obsahu suShsafosuSiny
u Parmezanu je 68 — 70 %) [59, 61].

DalSim syrem této skupiny je Edam. Nazev dostal lgpooksta Edam nedaleko
Amsterdamu. Pro Edam je typicka nasladiéchova chtl a porgkud mekéi konzistence
nez u Goudy. Mkéi konzistence rize byt disledkem toho, Ze Edam ma mensSi obsah
susiny nez Gouda (52 — 56 %) a o0 obsahu tuku w&apravidla 40 — 45 % t.v.s. [59, 61].

Ceskym zastupcem, ktery je chuti a texturou podaymym holandského typu, je Eidam.
Jde o mirg nasladly syr s velmi jemnou chuti. &R je vyralgn ve vice variantach,
ato s niz8im obsahem tuku v suS(20 % a 30 %), a s vySSim obsahem tuku v susSin
(40 % ¢i 45 %). Vyrobni proces eidamu je principi&lstejny jako jeho ,pedchidce”

z Nizozemska. Jejich nazev je rozdilny, protoZeg@dmiletém sporu o nazvu Nizozemsko
jiz ziskalo vtijnu roku 2010 ochrannou znamku na syr s nazvemllgHd Edam*.
Nizozemsko oviem pozadalo o ochranu gg@eného pvodu pro zné&ku ,Holland Edam®,
coz by mohlo znamenat konec vyroby Eidamu pod tindevem. Proti uznani ochrany
zemepisného fvodu se stale vede spor, ve kterém proti Nizozensskji wetns Ceské

republiky dalSich 8 zemi, néglad Némecko, Francie, Rakousko, a dalSi [70, 71].

3.1 Technologie vyroby syf holandského typu

Syry holandského typu jsou degtji vyrabény z kravského mléka. Codex Alimentarius
[68] pro Goudu avSak uvadi jako z&kladni surovima pyrobu Goudy nejen kravské
mléko, ale i buvoli mlékasi smes kravského a buvoliho mléka. Nastji je nejen Gouda
vyrabina z kravského mléka. Pro vyrobéchto syfi je nejvhodsjsi plnotwené mléko,
které se ovSemipd samotnou vyrobou syra musi upravit. PrvnintasgjSim krokem

Gpravy mléka je wisténi mléka od wtSich neistot pomoci filtrace. kkdy mohou byt
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filtry pro odstragni hrubSich n&stot sowasti potrubi vedouci mléko. Poté nasleduje
odstedni v bubnovych ods#tdivkach za zisku mléka s minimalnim obsahem tuku
(asi 0,03 — 0,05 %) a smetany o obsahu tuku 35 %4%®0 ziskani odtméného mléka

a smetany se provadi standardizace. Taigaoe smichani odstného mléka a smetany
(nékdy i plnotwného mléka) v daném pa@m. Tento krok umaiuje vyrobu syru

0 pozadované tmosti [54 - 58, 61]. Naslednmize byt pouZzita baktofugace, ktera ma
za Ukol odstranit pokud mozno co nejvice mikroorga a jejich vegetativnich spory.

Pro baktofugaci se pouzivaji tzv. baktofégiaodstedivky [54].

DalSim krokem riZe byt pasterace mléka. Tento krok neni podminWongkterych druli
syni se Bhem vyroby syru pasterace nepouziva, avsak temyonsyze rychleji podléhat
kazeni. TudiZz syry vyrobené z nepasterovaného mMdaji vysSi rizika nez syry
vyrobené z pasterovaného milékari Rechnologii vyroby sy holandského typu
se nefastji pouziva zejména Setrna pasterace, ktera probbha 20 sekundipteplot
72°C. Setrna pasterace se pouZiva proto, Ze fsmimalrnt ovlivnény senzorické
atechnologické vlastnosti mléka. Setrnou pasterdiva zachovana aktivita
laktoperoxidazy, menSi procento denaturace bilkavidalSi. Pasterace mléka dle postupu
vyrobce niize nasledovat ihned po standardizaci mléka. Ciggralheho oS&tni mléka by
melo byt znieni &tSiny saprofytickych mikroorganizin a inaktivace termorezistentni
mikroflory, které jsou fi vyrob¢ syra nezadouci nebo by dokonce mohly ohrozit Zdrav
konzumenta [54 - 58, 61, 63, 67].

Pred samotnym $gnim se do upraveného miékiadgavaji primarni a sekundarni kultury.
Tyto kultury jsou zodposdné za jejich vysledné aroma a dalSi vlastnoskio Jaimarni
kultury se pidavaji napiklad bakterie mléného kvaseni, zejména mikroorganizmy rodu
Lactococcuskonkrétrg Lactoccus lactisubsplactis aLactococcus lactisubspcremoris
dale napiklad rody Streptococcusa Lactobacillus. Vyznamnym prodejcem nejen
zakysovych kultur je ndp Christian Hansen, DMS Food Specialties, ajyto
mikroorganizmy pro S§ rast arozmnozovani vyuZivaji jako zdroj energie dmje
sacharid lakt6zu. Tento disacharid je tiejel SEpen na monosacharidy, zejména glukozu
a galaktozu, které jsou dale rozkladany na organickyseliny. V pipad
homofermentativniho kvaseni jako kéng produkt ze 70 — 90 % vznik& kyselina tmé
(vice v kapitole 3.2 Procesy probihajicti mrani syii holandského typu). Pokud

jde o kvaseni heterofermentativni, kriokyseliny mi€né mohou vznikat i dalsi, nédglad
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propionova kyslina aj.. itomnost kyseliny mkéné zmisobuje i pokles pH, které se snizi
z hodnoty pH = 6,2 az na pH 4,5 — 5,0, a tim wtwvhodné podminky prakteré
kontaminujici mikroorganismy [54 - 58, 60 - 63, .72]

U sym holandského typu se pouziva zejméndemsy enzymatické nebo-li sladké.
Pridavkem siidla dochazi ke srazeni kasienu za vznikiesyy. ¥ive se jako sydlo
pouzival pevazré chymosin, ktery se ziskava ze Zaludku sajicicht.tel sokasnosti

je chymosin kili jeho nedostatku nahrazovarrigyjovymi preparaty, které jsoug@devsim
mikrobialniho m@ivodu. Pomoci geneticky modifikovanych mikroorganizniGMM)

je ziskavano sydlo mikrobialniho @vodu (do pislusného mikroorganizmu se vnese gen
pro tvorbu chymosinu). Mezi ngjsgji pouzivané GMM pro tyto &ely pati nagiklad
Bacillus subtilis, Apergillus nigea Escherichia coli piicemz na nasem trhu se vyuzivaji

piedevsim dva posledrzminréni producenti [3, 54 - 58, 61 - 63, 66 - 69].

Sykeni u tvrdych syir probiha zpravidla 30 — 35 minuiti peplo& okolo 32 °C. Diky kratSi
doke syeni je nutna vysSi davka igjla. Nasledy je syenina krajena a michana.
Po uplynuti doby ggni je nutné odstranit syrovatku. Novznikla syrdiska zrna mohou
byt dohivana. Dohivani je proces, ktery umbidje dosazeni pozadované susiny
kone&ného vyrobku. Pro polotvrdé az tvrdé syry o obs#alku v suSig okolo 45 %
se pouziva ddiivaci voda o teplét 60 — 90 °C. Do sgniny se pomalu iffdava voda

o dané teplat které maza ukol ffhiivat syeninu (giblizné o 2 °C za 3 minuty).
Po doltivani nastupuje dosouSeni, kdy se michfersgia v syrovatce a snizuje se tak
teplota syeniny. Pro syry s nizkod#éilvanou syeninou trva dosouseni 20 — 30 minut.
Takto gipravena syrmska zrna jsou vypoudta do forem, kde dochazi k formovani
koneného tvaru syra. Jednotlivé tvary a velikosti foreavisi na jednotlivém druhu syra.
Pro urychleni odkapu syrovéatky je mozno pouzitMésd. Po odstrami syrovatky jsou
syry vyndany z forem a poieny po dobu 24 hodin do solné &zt syiti holandského
typu ma solna lazekoncentraci takovou, aby kofréd hodnota NaCl v syru byla okolo
1,5 — 3,0 %. Naslednsou syry vytazeny ze solné |&a po kratkém okapani jsou baleny
do obal, ve kterych ped samotnym uva&dim na trh zraji syry ve zracich sklepech.
Napiiklad jak je uvedeno jiz vy$e, Gouda byva zpraviiévana voskem. Eidam jeOR
balen do polopropustnych cryowakCryovaky jsou polyolefinové folie, ktera propadust
vypary snérem ven a tudiz zabrani kondenzagwhto vypat na povrchu syra. Zaroiwe

ale zachovava po dlouhou dobu thauvini syra. Tato félie rov&¢ zabrauje prostupu
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pachu z okoli dovnit Doba zrani syr holandského typu by &a byt 6 — 8 tyda pri
teplog& 10 + 2 °C s relativni vihkosti okoli 80 — 90 °@xo syry zrajici v cryovacich
piiblizné 60 — 80 % relativni vihkosti okoli. DelSi doba rr&yii zagZzuje ekonomiku
akcelerace zrani sylje zvySeni zraci teploty. VySSi teplota avSakenmit negativni vliv
na celkovou jakost syru. Z tohdivbdu je nutné, aby u vyroby syru byly co nejkvalij
hygienické  podminky s minimalni  moZznosti  kontam@ac mikroorganizmy
[3, 53 -61, 66, 67].

3.2 Procesy probihajici @i zrani syria holandského typu

Diky zejména mikrobialnim enzyim v syrech Bhem zréani dochéziiad biochemickym
procesim, které maji vliv na korimou strukturu sy, jejich chw’,vani, aj.. U polotvrdych
az tvrdych syt se porovnava tzv. hloubka zrani. Jde o srovnaikoeého pdtu

aminokyselin a jejich produktvztaZzenych k celkovému dusiku [54].

a) Rozklad laktézy na kyselinu nmddou a penena kyseliny mléné - jedna
se zejména o homofermentativni kvaSenispbené bakteriemi migaeho kvaseni,
a to jak jejiz uvedeno vySe jdereplevSim o bakterie roduactococcus Tyto
bakterie zkvaSuji sacharid laktozu za vzniku jednéroduktu (krord oxidu
uhlicitého) kyseliny mléné. Nej¥tSi fermentace laktdzy probih&hem formovani
syri pti odkapavani a lisovani. Pokud tento proces neeiazakorten, ukladaji
sesyry na police pro dokseni fermentace, ktery je uk&mn nejpozdi
do 24 hodin. No¥ vznikla kyselina reaguje s uva@mym vapnikem z kaseinu
avznika tak mlénan vapenaty. &xem rozkladu laktézy dochazi ke spojovani
syfeniny za vzniku homogenni $Bi1. Kyselina mlénd ma vliv i na kongnou
kyselost syra. Bhem prvnich dt zrani geménuje anorganické soli fosfiata wtsSi
¢asti vapenatych soli no rozpustné soli. V dalSitbgru zrani dochazi k rozkladu
kyseliny ml&né na dalSi kyseliny (n&glad propionova, octova, aj.), vodu, oxid
uhli¢ity a dalSi. Takto vznikly oxid ullity zpasobuje tvorbu ok, které jsou v malé
mitfe u syfi holandského typu Zadouci, ato 3 — 5 ok o velikustSku. MenSi oka
jsou disledkem toho, Ze syry holandského typu maiji ¢rl@ktézy a zrani probiha
pii porgkud nizSich teplotach (10 + 2 °C) [3, 54 - 63, 72].
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b)

d)

Proteolyza — &hem proteolyzy dochazi k rozpadu bilkovin na protes nizSim
poétem aminokyselinovych jednotek nebo az na jedndthwminokyseliny. Nze
probihat bd’ jako primarni (anaeroknv celé hmat) nebo sekundarni (aerabn
od povrchu hmoty) zréni. Proteolyza jésttdkem jsobeni enzyiin primarnich
mlékaskych kultur nebo idavkem siidla. U tepeld neoSaeného miéka rive
proteolyza probihat i diky protedzam nativniho raléMejprve bilkoviny pomoci
endoproteaz degraduji na peptidy s vysSi molekuwiokiomotnosti a naslednou
hydrolyzou se rozpadaji na peptidy o nizSi molekéldhmotnosti. Tripeptidy,
dipeptidy nebo dokonce aminokyseliny mohou takte taznikat, avSak po delSi
doke zrani. Pozorovani Uro¥rproteolyzy v syru na konci doby zrani jélegité,
protoZze poukazuje na peptidazovou aktivitu, a tudizklad miéné bilkoviny

za vzniku volnych aminokyselin [3, 54 - 63, 66].

Reakce volnych aminokyselin — z aminokyselin vzjiikeanim takové latky, které
vyrazre mohou ovliviovat zejména chua vini (predevSim aldehydy, ketony,
kyseliny, aminoak, a dalSi.). Za vhodnych podmifiepitola 1.2.1 Podminky pro
vznik biogennich amif) mohou z aminokyselin vznikat biogenni aminy, &ter

pii vySSich koncentracich jsou pro lidsky organizrimscke [3, 54 - 63, 66 - 69].

Lipolyza a nasledné reakce volnych mastnych kyselidipolyza je proces,

pii kterém dochazi k odbouravani tuku.éh®@m tohoto procesu dochazi
k uvoliovani mastnych kyseliny z triaclyglycerolovych jetek. Lipolyza je velmi

dulezity proces, protoZze naslednymi reakcemi volngadistnych kyselin vznikaji

senzoricky vyznamné latky (nap estery mastnych  kyselin, aj.)
[3, 54 - 63, 67, 69, 72].
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4 CILPRACE

Cilem teoretické&asti této diplomové prace bylo:
» charakterizovat biogenni aminy a popsat jejich @yarsledovani v potravinach,
= popsat vyrobu holandskych fyzejména firodni syry eidamského typu.
Cilem praktick&asti této diplomové prace bylo:

» zalozZit zraci pokus sgreidamského typu ip bézné zraci teplet 10 £+ 2 °C
alé+2°C,

» pozorovat koncentrace volnych aminokyselin a biogem amiri v pribéhu zrani
ve vybranychtastech syra,

» zhodnotit, jaky vliv ma vysSi teplota na pH, kontaoi NaCl a suSiny
v jednotlivych vrstvach, a na kot koncentrace volnych aminokyselin

a biogennich amin
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Charakteristika vzork a

Bylo vyrobeno 28 blok syru holandského typu (Eidam) o obsahu suSiny 50wé]
a30% [w/w] obsahu tuku v su$in Pimérnad hmotnost vyrobenych blok byla
1,42 £ 0,17 kg (rozry 90 mm &ka, 90 mm vySka, 140 mm hloubka). Syry byly
vyrobeny BZnym technologickym postupem z pasterovaného kénssknléka. Prvni den
vyroby byly syry po vyjmuti z forem vloZzeny do séltazre. Nasledujici den byly bloky
vyjmuty ze solné lazha po okapani byly baleny do cryoviak umistny do zraciho sklepa.
4. den ode dne vyroby bylo 10 bfokyra umistno do zraci komoryipteplog€ 16 + 2 ° C
(syr, u kterého byla pouzita akcelerace, dale &mmiaA) a zbylych 18 blak bylo
ponechano nadale ve zracim sklgpi teplog 10 + 2 ° C (dale oz@ano jako kontrolni
vzorek C). Analyza syrtypu A probihala 7., 14., 28., 42. a 56. den ode dyroby.
Vzorky syt typu C byly odebirany 1., 4., 7., 14., 28., 4%, 8B4. a 112. den ode dne
vyroby. Vzorky 1. den analyzy byly odebrany fegted vioZzenim do solné laZnU vzorki

C i A byla soukzr¢ provedena zakladni chemicka analyza i analyza zpigieni
koncentrace volnych aminokyselin a biogennich @amia vySe uvedené odmvé dny.

Z kazdého analyzovaného bloku syra byl nejprve ajekr plat o tlougce 10 mm, ktery
nebyl pouzit k analyze. Z taktofipraveného vzorku byly ukrojenyfitplaty, kazdy

o tlougce 25 mm (na Obrazku 6 ozmmy jako S1 — S3, dale v textu pouzivano jako
C1 — C3 pro kontrolni vzorek syra a A1 — A3 pro, symehoZz byla pouZzita akcelerace).
Kazdy plat byl dale rozlen na fi vrstvy. Okrajova vrstva o tlotie 7 mm (ozn&na jako
vrstva [), druhd vrstva o tlotige 28 mm (vrstva Il) a zbyvajici jadro (vrstvadllvelikosti

~ 20 mm). Rozkrajeni platu na jednotlivé vrstvyzjgazorgno na Obrazku 6. Po fexani
byla kazda vrstva jednotkvrozmeInéna a pipravena pro dalSi analyzu. Vzorky byly pro
kontrolu vzdy pipraveny ze dvou cihel zrajicich ve stejné tepl&ro extrakci biogennich
amimi byly pripraveny lyofilizaty pomoci lyofilizatoru Christ pha 1 — 4 (Christ,
Némecko). Parametry lyofilizace: teplota — 40 °Ck#al2 Pa, 2 dny.
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Obrazek 6 — FAprava blol Eidamu pro analyzu.
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5.2 Zakladni chemicka analyza

SuSina byla stanovovana suSenim v suSgtinteplot 102 + 2 °C do konstantniho Ubytku
hmotnosti. Tento zjsob stanoveni suSiny odpovida ISO 5534:2004 [78fira byla

u kazdého platu z kazdé vrstvy stanovovana dvaktdtbylo nEieno vpichem pomoci
automatického kalibrovaného pH metru feqmosti £+ 0,01 pH (pH Spear — Eutech
Instruments). pH bylo giteno u kazdého platu a v kazdé véstvikrat. Obsah NacCl
v jednotlivych vrstvach byl stanoven argentomewickmetodou, kterou popsali Indra
a Mizera [74]. Jedn& se o titrd metodu, kde se jakg&inidlo pouziva dusinan stibrny

a jako indikator je zde chroman draselny, kteryouwbekvivalence vytvA hnédotervenou
srazeninu chromanu igtirného. Obsah NaCl byl stanovovan u kazdého ptdtazdé

vrstvy dvakrat (stejjako u stanoveni susSiny).

5.3 Extrakce a stanoveni biogennich amié

Extrakce biogennich aminbyla provedena podle Bkové a kol. [75, 76]. Do 15 ml
zkumavek byl navazen 1 grantedem pipravenych lyofilizati, ke kterému bylo fidano
4 ml sodno-citratového pufru (pH 2,2). Tato &nbyla homogenizovanaiippokojové
teplo€ po dobu 20 minut a odstfovana 15 minut ip 6 000 g. Supernatant byl nalit
do 10ml odmdrné baiky a pelet reextrahovan dalSimi 4 ml sodno-citrdtmv pufru.
Nasledovala extrakce a otlfovani vySe zmignym zpisobem. Oba supernatanty byly

spojeny a odwirna baika doplgna po rysku. Naslednbyla snés snés odsted’ovana
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pomoci odsedivky @i 4 °C, 30 minut, 15000 g. Taktofipraveny supernatant byl
filtrovan pes 0,45 pum nylonovy filtr. Filtrat byl analyzovarontow-vyménnou
kapalinovou chromatografii s postkolonovou derzati ninhydrinem pomoci
Automatického analyzatoru aminokyselin AAA 400 @sg Praha,Ceska republika)
s kolonou 55 x 3,7 mm a iont@émcem Ostion LG ANG. Analyza byla zaiiena
na 4 biogenni aminy (histamin, tyramin, putreskaxaverin). Teplotni podminky a &hi
program jsou uvedeny v Tabulce 3. SloZeni jedngthivpufiti je v Tabulce 5 [76]Cinidla,
ktera byla Bhem extrakce a chromatografické analyzy pouzita bd firmy Ingos (Praha,
Ceska republika). Standardy, které byly pouzityybytl firmy SigmaAldrich (St. Louis,
MO, USA).

Tabulka 3 — Teplotni a efai program pouZity £

chromatografickém stanoveni biogennich anjif6].

Cas [min] Cinidlo Teplota kolony [°C]
0-41 65

pufr A
41 -60
60 — 86 pufr B

45

86 - 101 0,2 molt NaOH
101 -111

pufr A
111-120 65

5.4 Extrakce a stanoveni volnych aminokyselin

Chromatograficka analyza byla z&fna na fitomnost 22 volnych aminokyselin a jejich
derivati (asparagova kyselina, threonin, serin, glutamgslina, glutamin, prolin, glycin,
alanin, valin, methionin, cystein, isoleucin, leuctyrosin, phenylalanin, lysin, histidin,
arginin, ornitin, citrulin, y-aminomaselna kyselina). Extrakce byla provedendlepo
Pachlové a kol. [77]. 1 gram roZméného vzorku syra byl navazen do 15ml zkumavek,
do kterych byly pidany 4 ml sodno-citratového pufru (pH 2,2). Naskala homogenizace
pii pokojoveé teplot po dobu 20 minut a poté o#stkni 15 minut pi 6 000 g. Vznikly
supernatant byl fieveden do 10ml odémé baiky. Pelet byl reextrahovan 4 ml sodno-
citratoveho pufru. Poté byly vzorky extrahovany dstedovany zmisobem, ktery
je popsan vyse. Supernatanty byly slity do jednéédé baiky, které byla nasledn
doplréna po rysku. Poté byly supernatanty eelsovany i 4 °C po dobu 30 minut
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pii 15 000 g. Nasledovala filtrace pomoci 0,45 pmonglého filtru. Ziskany filtrat byl
analyzovan ionto¥vyménnou kapalinovou chromatografii pomoci Automatiakéh
analyzatoru aminokyselin AAA 400 (Ingos, Prah@eska republika) s kolonou
150 x 3,7 mm s iontoémicem Polymer AAA. Program pro stanoveni volnych
aminokyselin trval 213 minut. BEtai program a teplotni podminky jsou uvedeny
v Tabulce 4. SloZeni jednotlivych piifie v Tabulce 5 [76]. VSechna pouZitéidla pro
extrakci a chromatografickou analyzu volnych amisatin pochazi od firmy Ingos

(Praha,Ceska republika). Standardy byly zakoupeny od firBigmaAldrich (St. Louis,
MO, USA).

Tabulka 4 — Teplotni a efai program pouzity i

chromatografickém stanoveni biogennich ahjif6].

Cas [min] | Cinidlo Teplota kolony [°C]
0-2 pufr C

2-46 pufr D 40

46 — 83 pufr E 65

83-101 | pufrF

101 - 162| pufr G 70

162 —180| 0,2 mol.I"* LiOH

180 — 213| pufrC 40
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Tabulka 5 — SloZeni puifppro chromatografickou analyzu biogennich aingnvolnych
aminokyselin na 1000 ml [76].

Pufr
A B C D E F G

Cinidlo

monohydrat kyseliny citronové [d] 1,55 14,00 958,19 10,05| 9,50 | 8,96

dihydrat citratu sodného [g] 21,00 - . - - - -

citrat lithny [g] - - | 2,08 3,24 | 625 15,4550,02

chlorid sodny [g] 5,00 - - - - - -

chlorid lithny [g] - - 6,68 7,01 | 12,01 7,01 | 28,32

chlorid draselny [g] - 171,50 - - - - -

bromid draselny [g] 41,65 - - - - - -

hydroxid draselny [g] - 10,00 - - - - -

azid sodny [g] - - 0,100,10 | 0,10 | 0,10| 0,10

kyselina chlorovodikova [ml] - - - - - - -

isopropanol [ml] 250,00 - - - - - -

thiodyglykol [ml] - - 25| 25 - - -
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Kontrolni vzorek syra zrélipteplot 10 + 2 °C 112 din ve zracim sklepa vzorek A byl
uloZen pi teplo€ 16 £2 °C 56 da ve zraci komte. V odigrové dny byly provaghy
analyzy na zjidni obsahu nejen volnych aminokyselin a biogennitin& ale i obsah
susiny, pH a koncentrace NaCl v jednotlivych vrstv@bou vzork. Pomoci zakladni
chemické analyzy bylo vyhodnoceno jaky vliv ma vy$Splota zrani na jednotlivé

parametry syra.

6.1 Zakladni chemicka analyza

Po celou dobu zrani v porovnani vSechipkyti byl nejwtsSi obsah susiny zaznamenan
v 1. platu v I. vrst¥ (vzorek C 11). Prvni odbovy den v tomto vzorku byl obsah suSiny
52,85 %. Na konci experimentu (112. den) byl obsa$iny v tomtéz vzorku 54,02 %.
U v8ech plét v I. vrstvach (C11, C 21, C 31) bylo zpozorovahe,4. den analyzy doSlo
k vyraznému vzistu obsahu susSiny, tato hodnota s#liZila k hranici 56 %. Bhem
30. dne zréni doSlo k vyrovnani obsahu suSiny dcakonce experimentu se tento obsah
nijak vyrazré nenenil. U vrstvy Il a lll (u vSech pldi) nebyl zaznamenan vyznamny rozdil.
Z patatku analyzy byl nejvysSi obsah suSiny g&m u vzorku C12 (51,46%), naopak
nejnizsi obsah susiny byl zpozorovan u vzorku @G2@®, 50,79 %. Od prvniho dne analyzy
mél obsah suSiny pozvolny rostouci trend jak u vrdtyyak i u vrstvy lll. Zp@atku byly
vySSi obsahy susSiny n&beny u vrstvy Il nez u vrstvy lll, alefiplizné od 42. dne se tyto
koncentrace zaly vyrovnavat a ve vyjimmych gipadech, zejména u platu 2 a 3, bylo
Zzpozorovano, Ze vrstva lll obsahovala vice suSippnovnani s vrstvou Il. VysSi teplota
zrani nendla na obsah suSiny v jednotlivych vrstvach a platéédny vliv a nebyly
zpozorovany zadné vyznamné rozdily. Proto jsou nizedené grafy (Graf 1 — 3

pro jednotlivé platy) jen pro obsah suSiny v kohthm vzorku C.

Mnozstvi NaCl 1. den bylo t&hzanedbatelné. Ve vSech platech i vrstvach bylochamo
mnoZstvi NaCl vrozmezi 0,13 — 0,16 % [w/w]>(P05). Po nasoleni vzarkdoSlo
k rapidnimu néistu obsahu NaCl, zejména v okrajovych vrstvach.iikigu koncentrace
NaCl 4. den analyzy v I. vrstvach vSedech plal byla vrozmezi 2,84 — 3,31 %.
Od tohoto dne koncentrace NaCl v okrajovych vrdtv@ozvolna klesala az do konce

analyzy, kde konmé hodnoty v krajnich vrstvach byly vrozmezi 2,412,13 %.
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Vell. a Il. vrst¢ vSech plai od nasoleni dochazelo ke zvySovani koncentracel NaC
a po 28. dnu zrani syrse koncentrace NaCl &y vyrovnavat ve vSech vrstvach. VysSi
teplota zrani ani poloha platu n&gna vysledné obsahy NaCl v jednotlivych vrstvach
témet Zzadny vliv. Konéné obsahy NaCl ve vSech vrstvach vSechupktru C byly
vrozmezi 2,11 - 2,16 % [w/w] (P<0.05). KoncentradaCl v jednotlivych platech

i vrstvach kontrolniho vzorku C jsou znazémg v Grafu 4 — 6. Jsou uvedeny koncentrace
NaCl pouze pro kontrolni vzorek C, protoze vySpldta zrani syi nengla na difuzi NaCl

z okrajovych do sedovych vrstev a tudiz nebyly zpozorovany zadnénaymeé rozdily

mezi vzorkem C a A po celou dobu experimentu.

pH u kontrolniho vzorku C bylo 1. o8tovy den v rozmezi 6,30 — 6,33. U vzorku A byly
hodnoty pH v rozmezi 6,28 — 6,31 (P<0.05). Nebgyrmramenany vyznamné rozdily mezi
vzorky C a A pro konkrétni vrstvy a platy. Bylo zgwovano, Ze 4. den experimentu doslo
k vyraznému poklesu pH. Tento jev byl zaznamenarvSach vrstev vSech pigt
atovzorku C i vzorku A, hodnoty pH u obou vzibrk rozmezi 5,49 — 5,85 (P<0.05).
Od 7. dne az do konce experimentu hodnoty pH WglisaSech vrstev. Nefisi pH bylo
nameéreno u vSech plétv krajnich vrstvach. Hodnoty pH u vzorku A byly 4.4. stejné
jako u kontrolniho vzorku C. AvSak od 7. dne byld p vzorku A pogkud vysSi nez

u vzorku C. Narsiené hodnoty 56. den analyzy ve vzorku A byly v rezimb,52 — 5,73.
Porekud nizSi hodnoty pH byly natfteny u vzorku C 112. den experimentu,
ato 5,56 — 5,65. Jelikoz byl vyvoj pH viihu zrani u jednotlivych platobou vzork
velmi podobny, je uveden pouze jeden graf. V Giiaje znazorén vyvoj pH vzorku Ci A

po celou dobu zrani ve vSech vrstvach 1.plat

Graf 1 — Vyvoj obsahu susSiny v 1. platu kontrolnikorku C.

56,00

55,00

54,00

53,00 —8—Cl11

sugina % [w/w]

—=—C12
52,00

C13

51,00

50,00
1 4 7 14 28 42 56 84 112

doba zrani [dny]



UTB ve Zling, Fakulta technologick&

44

Graf 2 — Vyvoj obsahu suSiny v 2. platu kontrolniaorku C.
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Graf 3 — Vyvoj obsahu suSiny v 3. platu kontrolniaorku C.
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Graf 4 — Koncentrace NaCl po dobu zrani v 1. pl&arku C.
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Graf 5 — Koncentrace NaCl po dobu zrani ve 2. piétorku C.
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Graf 6 — Koncentrace NaCl po dobu zrani ve 3. piaorku C.
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Graf 7 — Vyvoj pH ve vSech vrstvach I. glazorku C a A.
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6.2 Analyza obsahu biogennich amif

Béhem doby zrani syr byly pozorovany koncentrace 4 biogennich amihistamin,
tyramin, putrescin a kadaverin). Histamin nebyl pelou dobu analyzy detekovan
ani v jednom ze vzotk C a A po celou dobu experimentu. Po celou dobuizbdly
nantieny vysSi koncentrace tyraminu, putrescinu a katlavenalezeny u vzoik
A (P<0.05).

NejvysSi mnoZzstvi z biogennich amirtvoril tyramin. Jiz od 4. dne analyzy byly
koncentrace tyraminu vyraZrvysSi u vzorku A. Po celou dobu jeho obsah ve cizbr
témet exponencialé narstal. 56. den experimentu byly koncentrace u vzokktemsi
dvojnasobn vySSi nez konmé koncentrace 112. den zrani vzorku C. Bi&jvmnoZstvi
tyraminu byly detekovany v prvnich platech, zejmernakrajovych vrstvach u vSech piat
V prvnim platu v okrajové vrs&v u vzorku A 56. den analyzy bylo na&feno
571,6 mg.kd, zatim co u kontrolniho vzorku C 112. den experitaebyla nanirena
hodnota 291,4 mg.kg Koncentrace tyraminu po celou dobu zrani v obporsich jsou

znazorgny v Grafu 8 — 10.

Vyvoj koncentrace putrescinu byl téfmshodny s vyvojem obsahu tyraminu. Ng§i
hodnoty putrescinu natifené ve vzorcich byly 257,5 mg-kga to u vzorku A 56. den zrani
syni. Opdt byly nejvySSi koncentrace putrescinu zaznamenanyvnich platech
v okrajovych vrstvach. V Grafu 11 — 13 je uvedenojyobsahu putrescinu po celou dobu

experimentu.

Koncentrace kadaverinu byly v porovnani s putresuoim tyraminem nejmensi. Vyznamny
narst obsahu kadaverinu byl zpozorovan 28. den analjelio koncentrace ristaly
témet exponencialés az do konce experimentu. Stjjako u tyraminu a putrescinu,
tak i u kadaverinu na#ené mnoZstvi 56. den u vzorku A (108,3 md.kgl. platu

v okrajové vrst¥) byly ténti dvojnasobné ne? u vzorku C (56,5 mg-kgktéZ v I. platu

v okrajové vrst¥). | u kadaverinu byly vySSi koncentrace réemy v okrajovych vrstvach
nez ve dedoveé vrsté. Vyvoj koncentraci kadaverinu v jednotlivych pldtea vrstvach

je znazorgno v Grafu 14 — 16.
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Graf 8 — Vyvoj obsahu tyraminu u vzorku C a A platech.
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Graf 9 — Vyvoj obsahu tyraminu u vzorku C a A vel&ech.
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Graf 10 — Vyvoj obsahu tyraminu u vzorku C a A vel&ech.
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Graf 11 — Vyvoj obsahu putrescinu u vzorku C alAplatech.
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Graf 12 — Vyvoj obsahu putrescinu u vzorku C a &.v@atech.
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Graf 13 — Vyvoj obsahu putrescinu u vzorku C a &.v@atech.
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Graf 14 — Vyvoj obsahu kadaverinu u vzorku C alAplatech.
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Graf 15— Vyvoj obsahu kadaverinu u vzorku C a A ve 2. plétec
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Graf 16— Vyvoj obsahu kadaverinu u vzorku C a A ve 3. phatec
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6.3 Analyza obsahu volnych aminokyselin

Analyza volnych aminokyselin byla z&hena na fitomnost 22 aminokyselin a jejich
derivati, a to asparagova kyselina, threonin, serin, glotarkyselina, glutamin, prolin,
glycin, alanin, valin, methionin, cystein, isolewicileucin, tyrosin, phenylalanin, lysin,
histidin, arginin, ornitin, citruliny-aminomaselna kyselina. Vysledky byly vyiady jako
celkové sotty jednotlivych volnych aminokyselidi jejich derivai. Od 1. do 10. dne
analyzy dochazelo k pozvolnému #stu celkoveho mnozstvi volnych aminokyselin
a nebyly zpozorovany zadné vyznamné rozdily meorkyz C a A. Od 14. dne analyzy
vyrazré vzrostlo mnozstvi volnych aminokyselin zejménadvahé afeti vrstw vzorku

A (u vSech plat). Tento jev byl zaznamenan uvSech analyzovanyaorki.
Ale od 0. do 14. Dne analyzy bylo zpozorovano, élekavé obsahy volnych aminokyselin
u druhé afeti vrstvy vzorku C fevySovaly i koncentrace prvni okrajové vrstvy vaok
Az od 21. den experimentu vyrazmzrostla i celkova koncentrace volnych aminokysel
i v prvni vrst¥ u vzorku A. U kontrolniho syra byl n#st celkového mnoZstvi volnych
aminokyselin poékud pozvolrjSi nez u vzorku A. 56. den analyzy byla koncerrac
volnych aminokyselin ve vzorku A téfh dvakrat vySSi neZ mnoZstvi volnych
aminokyselin nargené u kontrolniho vzorku C tentyZz den (P<0.05).vi&i nanitené
koncentrace volnych aminokyselin u vzorku A byla364mg.kg". Ve vzorku C ve $edu
tietiho platu byla tato koncentrace 7,94 mg.k8z 112. den analyzy se pémé celkové
koncentrace volnych aminokyselin vyrovnaly a bylpvhatelné s koncentracemi ve vzorku
A 56. den experimentu (vetrstlu tetiho platu vzorku C byl s@at volnych aminokyselin
112. den analyzy 14,35 mg:Kg Nejniz&i koncentrace volnych aminokyselin tegyyb
v krajnich vrstvach, naopak nejvyssi veedu platu. V Grafu 17 — 19 je znazémnvyvoj

celkového obsahu volnych aminokyselin ve vzorkuAC i
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Graf 17 — Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselvzorcich
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Graf 18 — Vyvoj celkového obsahu volnych aminokysel vzorcich

C a A ve 2. platech ve vSech vrstvach.
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Graf 19 — Vyvoj celkového obsahu volnych aminokysel vzorcich

C a A ve 3. platech ve vSech vrstvach.
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6.4 Souhrnna diskuze

Vzorky C byly ponechany 112 drve zracim sklep pii obvyklé zraci teplat (~10 °C).
Vzorky A zraly po dobu 56 dnpii vySSi teplot ve zraci komie (~16 °C). Po celou dobu
zrani byla provatha u obou vzork zakladni chemicka a chromatograficka analyza.
Zakladni chemickou analyzou bylo z§iso, Ze vySSi teplota zrani néla zadny vyznamny
vliv na obsah suSiny v jednotlivych vrstvach. Bypozorovano, Ze nejtsi obsah susiny
byl 1. platu v krajni vrst®, a to 52,85 %. U stejné vrstvy (C11) doSlo 4. Heryraznému
vzrastu obsahu susiny (55,83 %) a od 30. dne se obsahys/yrazg nenenil az do konce
experimentu (54,02 %). Hodnoty ve Il. a Ill. vistge vyraza neliSily, a od poatku
experimentu rély rostouci trend. Korimé obsahy suSiny u Il. a lll. vrstev byly v rozmezi
52,40 — 53,36 %. Nebylo nashrom&id dostatek informaci pro vy&ieni jevu,
Ze u l. vrstvy byly narteny vySSi obsahy suSiny, a to po celou dobu exgatimu vSech
plati. Lze vSak pedpokladat, Ze prévvysSi obsah suSiny v okrajové vistinuze byt
dusledkem interakci polopropustného obalového maédteséokrajovou vrstvou a také

vzajemnymi interakcemi mezi jednotlivymi vrstvanta [59, 60, 77].

Dale byla z&kladni chemickou analyzou pozorovahazdiNaCl od I. vrstvy k jadru platu.
Pred samotnym nasolenim vzérkoyla koncentrace NaCl ve vSech vrstvach &€ém
zanedbatelna (0,12 — 0,16 %). Po nasoleni g@Slo k vyraznému vistu koncentrace
NaCl zejména v okrajovych vrstvach. Od 28. dne daelo k vyrovnavani koncentrace
NaCl mezi jednotlivymi vrstvami. Bylo zpozorovanbe vysSi teplota v fbéhu zrani

na difuzi NaCl mezi jednotlivymi vrstvami neia zadny vyrazny vliv.

Zakladni chemickou analyzou byl pozorovan i vliypledy na hodnoty pH v fiibéhu
experimentu. Nagtené hodnoty pH 1. den analyzy byly v rozmezi 6,28,33). AvSak
4. den experimentu byl zpozorovan pokles pH ve lwvdestvach u vSech piatDo 4. dne
byl zaznamenan pokles hodnot pH, které se¢tsiy vnitnich vrstev pohybovaly
na urovni pH ~ 5,50. Po 4. dnu se hodnoty pEhBkavelmi pozvol@ zvySovat a na konci
experimentu dosahovaly obvykle hodnot pH ~ 5,60.t@to dne hodnoty pH kolisaly
az do konce experimentu. Na&fené hodnoty pH u vzorku A byly p&kud vysSi nez
uvzorku C. mvodem vyrazného poklesu pH 4. den analyzyZzenbyt vznik kyseliny
mlé&né, jejiz pitomnost ve vzorcich jeudledkem rozkladem laktozy pomoci bakterii

mléného kvaSeni. Nasledny vist pH mize byt divodem metabolizmu vzniklé kyseliny
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mlétné, kdy mohou vznikat sléaniny se zasaditou reakci (viz. 3.2 Procesy pricihati
zrani syl holandského typu) [59, 60, 62, 67].

Chromatografickou analyzou byly stanoveny koncestraolnych aminokyselin, jejichz
mnozstvi nize byt vyznamnym ukazatelem probihajici proteol§glyem zrani. Urovie
proteolyzy @i zrani syé je vyznamna, protoZze ma vliv na kéneu jakost, uni ¢i chw
syra. Zvysujici se mnozstvi volnych aminokyselinlobyzaznamenano od 7. dne
experimentu. Jiz od tohoto dne byly detekovany vi&hcentrace ve vzorku, ktery byl
po celou dobu experimentu uskla&dnpi vySSi teplot. Stejré jako u biogennich amin
rostlo celkové mnozstvi volnych aminokyselin pooceldobu analyzy exponenciéln
Konesné koncentrace u vzorku C (112. den analyzy) bylgamezi 11,5 — 14,5 mg.Rg
Tyto hodnoty jsou srovnatelné s obsahem volnychnakyselin ve vzorku A 56. den
analyzy, které byly v rozmezi 12,0 — 14,5 mg:kdak u vzorku C, tak i u vzorku A byly
vySSi koncentrace volnych aminokyselin zjist ve stedovych vrstvach. vodem vysSiho
mnoZstvi volnych aminokyselin u syru zrajicihih wy3Si teplot mize byt vysSi teplota
zrani. Redpoklada se, Zefipvyssi teplog zrani je mikrobialnicinnost bakterii mléného
kvaSeni vysSi. Diky tomuiedpokladu dochaziipvyssi teplot k rychlejSimu rozkladu

bilkovin na jednotlivé volné aminokyseliny.

Chromatografickou analyzou vzorku C a A bylo 2j&, Ze nejvice zastoupenym
koncentrace v fiibéhu zrani u obou vzotk patily kadaverinu. Fitomnost histaminu
po celou dobu zrani u obou vzérkebyla zjis¢na ani u jednoho ze dvou vzdrisyn.
Celkové mnozstvi biogennich amiinpo celou dobu zrani exponencidlrostlo.
U kontrolniho vzorku C byly koncentrace biogenniemini do 14.dne analyzy
zanedbatelné. AvSak od 28. dne doslo k pozvolnéémistu celkového mnoZstvi, které
se zvySovalo az do 112. dne, kde ko celkova koncentrace biogennich aimbyla
v rozmezi 264 — 500 mg.Kg U vzorku syra A byl vyznamny nist celkového mnoZstvi
biogennich amiin zaznamenan jiz 14. den analyzy, a jiz 56. den bglkové hodnoty
v rozmezi 490 - 940 mg.Kg Nejvy3si koncentrace byly nateny v krajnich vrstvach.
Tyto vysoké hodnoty mohou bytisledkem toho, ZeipvySSi teplot zrani syé maji
mikroorganizmy vySSi dekarboxyldzovou aktivitu. e vySSi celkové koncentrace
u vzorku zrajiciho $ vysSi teplo¥ mohly byt zgisobeny pra¥ vyssi teplotou, diky &Si
aktivit¢ pritomnych mikroorganiziin (predevsim nonstartéry) [75, 77]. Takto pong
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vysoké hodnoty jiz nejsou zcela bezpé pro lidsky organizmus a mohou jej negativn
ovliviovat [8]. Nagiklad koncentrace tyraminu ve vzorku A 56. den d&l&ani byla

v rozmezi 209 — 575 mg.Rg Sowasna vyhlaska jiz neuvadi horni hranice koncentrace
tyraminu [24]. AvSak #v¢jSi, dnes jiz neplatnd, vyhlaSka stanovovala makimé

koncentraci tyraminu v syrech na 200 mg-kg8].

Z hlediska proteolyzy mé& vysSi teplota zrani punitivliv. Dle provedeného experimentu
zle konstatovat, Ze z hlediska kéného obsahu volnych aminokyselin ma vyssi teplota
vyrazny vliv na zkraceni doby zrani syru. U analy@weho syra byly nageny stejné
hodnoty jiz 56. den experimentu u vzorku A jako ankolniho vzorku 112. den
experimentu. Dle arownproteolyzy je diky vysSi tepléotskladovani zkracena doba zrani
o polovinu. AvSak na koncentraci biogennich aimma vysSi teplota zrani syrspiSe
negativni vliv. Byly namifeny hodnoty, které dle dostupnych zdrgiekratuji hranici
doporkené maximalni koncentrace jednotlivych biogennichind [3], [20], [26].
Pritomnost vySSich koncentraci (zejména tyraminujZzenu konkrétnich jediric mit
negativni dsledky na zdravi lidského organizmuieBpoklada, ze prévvyssi teplota
je dasledkem vysokych koncentraci biogennich amvia vzorku A. BFitomnost kadaverinu
a putrescinu rize mit za nasledek zvysSovani zejména negativnotkii detekovaného
tyraminu na lidsky organizmus (viz kapitola 1.ditky biogennich amih na lidsky

organizmus).
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ZAVER

V ramci diplomové prace byl zaloZzen experimentkterém ngly byt srovnany vybrané
parametry syir zrajicich i bézné teplot (~ 10 °C) a zvySené teptof~ 16 °C). Zakladni
chemickou analyzou a chromatografickou analyzoy kiédovany hodnoty pH, obsahy
susiny, volnych aminokyselin a vybranych biogennimmini v jednotlivych ¢astech

testovanych firodnich syi.
Zakladni chemickou analyzou bylo z§i8o, Ze:
» vyS§i teplota zrani nefta vyznamny vliv na vyrovnavani obsahu suginijacl,

» u vzorku syra zrajicihofpvySSi teplot byly nangreny mirrg vysSi hodnoty pH,

a to zejména u okrajovych vrstev.
Chromatografickou analyzou bylo zjgb, Ze:

= celkové obsahy volnych aminokyselin ve vzorku A 8&n analyzy odpovidaly
celkovym koncentracim 112. den experimentu ve wamajicim pi bézné zraci

teplot (vzorek C),

= uvzorku A byly 56. den celkové koncentrace biogelnramir témei dvojnasobné

nez u kontrolniho syra 112. den analyzy.

Z provedenych chromatografickych analyz 1ze usquikt proteolyza probihala rychleji
usyra zrajiciho i vysSi teplo. Dle namtenych celkovych koncentraci volnych
aminokyselin Izefici, Zze vysSi teplota zrani ma pozitivni vliv naof@olyzu a tudiz
nazn&uje moznost zkraceni doby zranitsya polovinu. AvSak u vzorku A byly nateny
vyznamné koncentrace sledovanych biogennich @nkileré mohou negati¥novliviiovat
zdravi konzumenta. Diky vySSi teplatrani dochazi ke zvySeni dekarboxylazové aktivity

mikroorganizni.

Zawrem lzefici, Ze vySSi teplotou Ize dosdhnout urychleni izia@roces a tim zkratit
dobu zrani az na polovinu. Na druhou stranu je énwtelmi obegetre sledovat obsah
biogennich amiin, ktery miZze v disledku akcelerace z&a vzrist a ohrozit tak

bezpé&nost konzumovanych syr

Tato diplomova prace je seasti komplexySiho ¢lanku ,The effect of elevated
temperature on ripening of Dutch type cheesdildRa Il), ktery bude zaslan k recenzi

do mezinarodnihdasopisu.
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2-ME

CE

CEC

clEF

clTP

CZE

Dns-Cl

FMOC

GC

GC-MS

GCE

HFBA

HPLC

IARC

MECC

NDBA

NDEA

NDMA

NPIF

NPYR

OPA

2-merkaptoethanol (2-mercaptoethanol)

Kapilarni elektroforéza (capillary electropreisg

Kapilarni elektrochromatigrafie (capillary @i®chromatography)
Kapilarni isoelektricka fokusace (capillaspelectric focusation)
kapilarni isotachoforéza (capillary isotagihmresis)

Kapilarni zonova elektroforéza (capillary zahectrophoresis)
Dansylchlorid (dansyl chloride)

9-fluoroenylmethyloxo karbamat (9-fluroenylimgoxy carbamate)
Plynova chromatografie (gas chromatography)

Plynova chromatigrafie s hmotnostni spekewin(gas chromatography-mass

spectrophotometry)
Gelova kapilarni elektroforéza (gel capillakyctrophoresis)
Heptafluoromaselna kyselina (heptaflourobiatgacid)

Vysoce Ginna kapalinova chromatografie (highperformance uitiq

chromatography)

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny ¢imational Agency

for Research on Cancer)

Micelarni elektrokinetické kapilarni chromgtafie (micelle electrokinetics

capillary chromatography)

N-nitrosodibutylamin -nitrosodibutylamine)
N-nitrosodiethylamin N-nitrosodiethylamine)
N-nitrosodimethylaminN-nitrosodimethylamine)
N-nitrosopiperidin N-nitrosopiperidine)
N-nitrosopyrrolidin (N-nitrosopyrrolidine)

o-ftalaldehyd ¢-ftalaldehyde)
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PITC Fenylisothiokyanat (phenyl isotiocyanate)
PVP Polyvinylpyrrolidon (polyvinylpyrrolidone)

RP-HPLC Vysoce @inna kapalinova chromatografie s obracenymi fazéraversed

phase highperformance liquid chromatography)
TLC Tenkovrstva chromatografie (thin layer chroaggiphy)

T.V.S. Obsah tuku v susin
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mléka
Zivina Mnozstvi (na 1 gram mléka)
bilkoviny (N x 6,38) 0,380 ¢
sacharidy (celkové mnoZstvi) 0,536 g
mineralni latky:
= vapnik 13,800 mg
= Zelezo 0,006 mg
» horc¢ik 1,600 mg
= fosfor 10,800 mg
» draslik 17,500 mg
= sodik 5,700 mg
= zinek 0,044 mg
vitaminy:
= Kkyselina askorbova 0,108 mg
= thiamin 0,004 mg
= riboflavin 0,019 mg
* niacin 0,010 mg
» Kkyselina pantothenova 0,036 mg
= pyridoxin 0,005 mg
» Kkyselina listova 0,600 mg
= kobalamin 0,041 mg
= retinol 9,300 mg
= tokoferol 0,080 mg
= fylochinon 0,003 mg
cholesterol 0,140 mg




PRILOHA 1l — The effect of elevated temperature on rpening of Dutch type cheese

(Running title - Accelerated Dutch-type cheese)
ABSTRACT

The aim of this study was to explore the effecelefvated temperature (16°C) on ripening
of Dutch-type cheese. To investigate cheese rigetioroughly, three slices of each
cheese block were further divided into three laysrd the changes in all the slices and
layers were studied. For the purpose of compayig@nprocesses in a control sample of
cheese ripening at 10°C were monitored, too. DQutire experiment, the content of both
free amino acids and biogenic amines (histamimaytine, putrescine and cadaverine) and

cheese hardness were observed.

The content of free amino acids in the accelerategbse grew faster compared to the
amount of amino acids in the control cheese. On5Sf¢h day post-manufacture, the
content of free amino acids in accelerated cheesetwo times higher than their amount in
control samples (P<0.05). In the whole experimtrd,highest content of free amino acids
was observed in cores of all slices of cheesesingeat both lower and higher temperature
(P<0.05). On the contrary, the lowest content eéfamino acids was found in the edge
(P<0.05) throughout the entire experiment. Higlemsity of formation of biogenic amines
was observed in all slices and layers of acceldrateeese (P<0.05). The content of
tyramine in all layers of studied slices almostctesl the value of 500 rig” during

56 days of the experiment; its content in the egigav even higher. Accelerated cheese
showed faster equalization of hardness than coms@maiples (P<0.05). Throughout the
whole experiment, hardness of the edge was hidier hardness of the other parts of
slices, regardless of their original location indks and ripening temperature. Based on the
study results, increase of temperature by 6°C casteh the ripening process two

times/twice and hence reduce the ripening timesllacapproximately to half.

Keywords:

Dutch-type cheese, accelerated ripening; free a@axms, biogenic amines, hardness.



INTRODUCTION

Cheese ripening represents a very important teofieal process, during which cheese
undergoes significant microbiological and biochehichanges. Milk quality, chemical
composition of rennet (e.g. moisture, fat or Na@htent), choice of proper starter lactic
acid bacteria (SLAB), presence of non-starter ¢aatid bacteria (NSLAB), and also length
and conditions of ripening may influence processioguring in maturing cheeses (Fenelon
and Guinee, 2000, Shakeel-Ur Rehman et al., 200Qt&ibi and Wilbey, 2004, Flourly,
Camier et al., 2009, Pachlova et al. 2011).

Chesee texture, functional and sensory propergegldp during the process of ripening;

however, maturation is a costly process (Forderatagierald, 2000).

The length of cheese ripening depends on the tiypke®se. Dutch-type cheese is stored in
ripening cellars for 6-8 weeks minimum. Becauseeagfuction of production expenses,
cheese manufacturers try to decrease ripening tthag; is why insufficiently ripened
cheeses can be supplied to distribution networkeirTlhrganoleptic properties differ
substantially from the qualities of cheese matureder standard conditions (Pachlova et
al., 2011).

Acceleration of the ripening process could solve #fiorementioned problems. It could

compress the ripening period and ripeness of théyats can reach satisfactory level.

As reported by Fot al. (1996), the following factors can accelerate chegsning: (i)
elevated ripening temperatures, (ii) exogenous reesy (iii) chemically or physically

modified cells, (iv) genetically modified starte¢g) adjunct cultures, (vi) cheese slurries.

From the technical point of view, elevation of teergture is regarded the simplest method
of acceleration of the ripening process. Howeveictshygienic standards have to be
maintained in the manufacture of accelerated ch&ibeafe et al., 2010). Besides the quick
growth of both SLAB and NSLAB, propagation of othmntaminating microorganisms
can occur and they can deteriorate the quality ltdese and, moreover, also cause
alimentary intoxication or infection (lurlina anditz, 2004). Sihufe et al. (2010) report
possible double or triple reduction of ripening e@indue to increasing the ripening

temperature by 6°C.

Biogenic amines are low-molecular nitrogen compaurfdrmed predominantly by

microbial decarboxylation of free amino acids @i$antos, 1996). Wide range of lactic



acid bacteria (LAB) possess decarboxylation enzyfBélm Santos, 1996; Bikova et al.,
2009, 2010). Elevated ripening temperature shoWseince on metabolism of LAB and
hence it can increase activity of decarboxylasdschvmight lead to higher content of
biogenic amines in final products and thereby egdaconsumers who are sensitive to the
above substances. The influence of acceleratiompehing by elevated temperatures on

production of biogenic amines has not been repanted

For consumers, texture plays a key role at cheesehase. It is mainly influenced by
intenzity of proteolysis, contents of NaCl, dry teatand fats, and by pH (Lawrence et al.,
1987, Everard et al., 2006, Saint-Eve et al., 2009)

As reported by Komprda et al. (2007),Bova et al. (2010), Pachlové et al. (2011), and
Burka et al. (2012), the extent of microbiological didchemical processes in individual
parts of cheese might differ, that is why differesén development of texture parameters
in individual segments of cheese blocks can be agde A study dealing with the

aforementioned differences has not been found.

The aim of this study was to compare selected ptiegeof Dutch-type cheese ripening at
common temperature (10°C) with qualities of theedgewhose maturation processes were
accelerated by elevation of ripening temperatu@®@). Our research was focused on
detailed evaluation of texture properties and omitoong of content of free amino acids
as a remarkable marker of proteolytic processespédiiak, 2004). Moreover, we also
evaluated content of biogenic amines that can anbatly influence safety of foods (Silla
Santos, 1996). Both flavour and intensity of oftvibur of control and accelerated cheese

samples were subjected to sensory analysis?

MATERIALS AND METHODS
Materials

Eighty four blocks of Dutch-type cheese (Edam cbpB8% w/w dry matter and 30% w/w
fat in dry matter; average weight 1.51+0.15 kg; ragp 90mm height, 90mm width and
140mm depth) were taken from a batch manufacturgkhinncommon production of a

Czech producer of cheeses made from pasteuris&d Thié manufacture protocol used by
Pachlova et al(2011) was followed. During the first day, the ebes were manufactured,

pressed and placed into brine. On the second Hayblbcks were taken out from brine,



packed into Cryovac packagings and put into a nygeoellar with temperature 102 °C.
On the 4-th day postmanufacture, selected samplesltieese blocks) were moved to a
moderately heated ripening chamber with temperatéeel °C (labelled as A) and the
other cheese samples were kept at 10+1 °C since(toatrol cheese labelled as C). The
control cheeses were sampled on the following d&y¢before the placement into brine),
4" 714" 28" 429 56" 84" and 118. The samples of accelerated cheeses were
collected on the', 14", 28" 42 and 56' days. Two parallel cheese blocks were taken
for chemical, microbiological and textural analyseespectively. Three batches

manufactured according to the same protocol wergkl.

A 10mm slice was cut off each block (the slice wasused for analysis) and 3 slices were
labelled S1, S2 and S3 (control samples were kth€llS1, CS2, CS3; AS1, AS2 and AS3
for accelerated sample) were taken for testingesguently (approx. 90mm height, 90mm
width and each 25mm depth). Each tested slice waded into three layers: 7mm from
the edge (labelled layer I); the next 28mm (lalekllayer 11); and the remaining core
(labelled layer 1lI). Figure 1A shows a diagranud#frating the sampling procedure. The
layers | and Il were further divided into 6 segnsesuibjected to texture analysis (see Figure

1B and the chapter “Texture analysis”).

Basic chemical analysis

Dry matter content was determined by gravimetri¢choeé according to 1ISO 5534:2004.
The pH values of the samples were measured usoaditzzated pH-meter (pH Spear for
food testing, Eutech Instruments). Sodium chloridentent was determined by
argentometric method according to Indra & Mizer@93). All reagents used were of
analytical grade (LachNer, Czech Republic). Allgrmaeters of each type of sample and

each layer were measured six times.

Before the analysis of free amino acids and biagemines contents, the samples of
individual layers were lyophilized using a ChristpAa 1-4 (Christ, Germany) device.

They were stored at —80 °C prior to the analysis.

Microbiological analysis

A cheese sample from each layer (10 g) was weiglsegtically into 90 mL of sterile

physiological solution and the mixture was subsatjyeagitated using a stomacher for



15 minutes. Total amounts of both aerobic mesaplaitid facultative anaerobic bacteria
(TC; Plate Count Agar; HiMedia, Bombay, India) andB (LAB; MRS agar, Oxoid,
Basingstoke, UK) were determined in samples. Altroorganisms were incubated at
30+1°C for 48 hours.

Determination of free amino acid content

Prior to determination of content of free aminadaciextraction of lyophilized samples was
implemented as reported by Pachlova et al. (2(H4¢h sample from each layer, parallel
block and ripening regime was extracted three tini@genty two free amino acids and
their derivates (aspartic acid, threonine, seriagparagine, glutamic acid, glutamine,
proline, glycine, alanine, valine, methionine, eyseé, isoleucine, leucine, tyrosine,
phenylalanine, lysine, histidine, arginine, ormigai citrulline,y-aminobutyric acid) were
determined by ion-exchange chromatography (AAA40@iMo Acid Analyser; Ingos,
Prague, Czech Republic) as reported byikdwa et al. (2009). Each extract was analysed
twice. The reagents for sample preparation, sdparaind detection were obtained from
Ingos (Prague, Czech Republic). Standards weréhpsed from SigmaAldrich (St. Louis,
MO, USA).

Determination of biogenic amine content

Extraction of lyophilized samples was implementediascribed by Bikova et al. (2010)
prior to determination of biogenic amines. Each @anfrom each layer, parallel block and
ripening regime was extracted three times. Fougdna amines (histamine, tyramine,
putrescine, cadaverine) were determined by ion#@xgh chromatography (AAA400
Amino Acid Analyser; Ingos, Prague, Czech Repubiis)described by Bilova et al.

(2009). Each extract was analysed twice.

Texture Analysis

Prior to analysis, the tested slices had been vepmto a protective foil to prevent water
evaporation and they were tempered subsequen#§°& for 3 hours. A spherical probe
(5 mm diameter; P5S) was used for compressionropkss (depth of 5 mm) at speed of 1
mm-s' (trigger force of 5 g). Maximum force & (N) was recorded as an indicator of
hardness (Delgado, F.ét al.,201Q Sirisomboon, Pet al., 2000). Texture analysis was

performed using a TA.XTplus Texture Analyser (withmpression cell in capacity of 30



kg) (Stable Micro Systems, Surrey, UK). Thirteergreents of all three slices were
subjected to measurement: 6 segments of layesé&génents of layer II; and core (Figure
1B).

Sensory analysis

A simple sensory evaluation of samples was perfdrmby 24 selected assessors
(employees and students of Faculty of Technologynds Bata University in Zlin) trained
according to ISO 8586 (1993%amples of both control and accelerated cheese were
evaluated in a sensory laboratory in boo&isthe samples were labelled with codes and
served randomly at 201 °C (tempered similarly like before texture as&y- see above).
Two sensory parameters were assessed by seves-pdaiinal scale (flavour: 1 — excellent
sample, 4 — sample with minor defects but stilleptable, 7 — unacceptable sample; and

intensity of off-flavour: 1 — no recognizable, ¥ery strong).

Statistical analysis of data

Kruskall-Wallis and Wilcoxon tests were used toleate the following data: results of
basic chemical and microbiological analyses, fraéa acid and biogenic amine contents,
hardness and sensory analyses results (Agresi,).19Be Unistat 5.5 statistical software

(Unistat Ltd., London, UK) was used to evaluaterdsults of the experiments.

RESULTS AND DISCUSSION
Basic chemical and microbiological analysis

Immediately after pressing the curd and before irsing the cheese blocks into brine, the
content of NaCl in individual layers or slices didt differ significantly. The NaCl content
in all analyzed samples %¥P.05) ranged between 0.12-0.16% (w/w). In alldhees, dry
matter content in the edge (layer I) reached sicamtly higher values than the amount of

dry matter in the other layers (see Figure 2) (B50.

To the fourth day, the dry matter and NaCl contentseased in all tested layers of all
slices (P<0.05). Compared to the layer Il andddiré), the edge layer of all slices showed

the highest growth of monitored parameters.

During 28 days, the NaCl content in individual eicof monitored parts of cheese

equalised until it was almost identica@R05). Figure 2 illustrates equalisation of NaCl



and dry matter contents in the slices CS1, CS2adi $he control samples. Regardless of
slice locations and ripening temperature, the Nagitent in individual layers equalised

(data not shown).

The dry matter content in the layers Il and lllidiividual slices became equal in 42 days
(P>0.05); it fluctuated around 52-53% (w/w). Althoutlte dry matter content in the edge
(layer I) decreased significantly in the first siweeks, its values were remarkably higher
than the contents of dry matter in all the othemtp@ayers Il an Ill) regardless storage
temperature throughout the experiment (P<0.05llithe monitored slices, the dry matter
content in the layer | and in the other part ofshee differed approximately by 1-2% wi/w.
Satisfactory explanation of the aforementioned phamnon has not been found in
literature. Surface interactions between cheesgaoking material, partial permeability of
packing material and interactions between edge @thér parts of cheese might be

considered the cause (Fox et al., 2000).

Similar processes were found in this type of cheglse by Pachlova et al. (2011).
Different ripening temperature did not show anyngigant effect on dry matter content in

individual slices (data not shown).

To the 7-th day of ripening, pH in all samples,el@y and slices decreased. In control
samples, it dropped from 6.25+0.05 to 5.12+0.03 a@ndsamples ripening at higher
temperature pH fell to 5.20+0.02 (P<0.05; Figure IB) the subsequent ripening, pH
increased gradually. The accelerated samples sheligidly faster rise of pH (P<0.05).
The changes of pH in individual slices and corresiing layers were similar §0.05); that

is why Figure 3 depicts only pH in the central sli83 of both control and accelerated
samples and the pH of the other slices are not shdhe decrease of pH in the first days
of ripening can be caused by microbial fermentatiblactose into lactic acid (McSweeney
and Sousa, 2000, McSweeney, 2004). The followiogese of pH can be then influenced
by the formation of alkaline substances, such aprbteolysis and production of Nidnd
also by degradation of lactacid into other compounds etc (Fox et al., 2004eShe
Bunkova et al., 2010; Pachlova et al., 2011).

On the day of cheese manufacture, prior to plaamg brine, TC and LAB counts in
cheese were (5.9+0.4) CHJ} and (4.7+0.6) CF@", respectively. The differences

between individual slices and layers were not §icamt (P>0.05; data not shown). During



the first 14 days of ripening, both the TC and LA@&unts showed growth (P<0.05); their

increase was faster in the samples A comparecdetodhtrol samples (P<0.05).

Edge parts of the individual slices showed sligtmiigher (P<0.05) TC counts ((7.1£0.5)
CFUgG® and (7.8+0.7) CF@* for C and A, respectively) compared to the valioesd in
the other parts of cheese ((6.7+0.6) @fUUand (7.2+0.5) CF@"* for C and A,
respectively). Individual layers and slices did dofer in LAB counts that were (6.2+0.3)
CFUG® and (5.7+0.4) CF@™ for A and C, respectively. On the®8ay, the TC counts of
the control samples changed in contrast to (TC tsowsf) accelerated samples.
Significantly elevated TC counts were found in gvexdge layer of control sample
((7.2+0.5) CFUG™), while the TC counts in all the correspondingelayof accelerated
cheese decreased significantly ((6.3+0.8) @FtJP<0.05), which can be likely explained
by faster cell lysis (Beresford, 2001; Lortal, 2D@5 accelerated cheese. However, LAB
counts did not show the aforementioned changeba®$§' day; they practically did not

differ on that day compared to values obtainecheni” day(P>0.05).

During the following ripening, the TC and LAB cosndecreased (P<0.05). On the 112
day, TC counts of control samples were (5.8+0.4J@E in edge layers and (5.3+0.5)
CFUG™ in layers Il and IIl (5.3+0.5) CFIg* (P<0.05), respectively. On the same day, the
LAB counts in layers | of individual slices reachsigjhtly higher values (4.9+0.3) Crg*
compared to the layefisand 11l (4.5+0.4) CFUG™.

At the end of experiment with ripening at elevatedhperature, the TC counts were
(5.2+0.5) CFUG™ in sampleedges and (4.7+0.4) CH' in layers Il and Ill. The LAB
counts in all monitored layers of control sampi@s4+0.3) CFUG™* and (5.0+0.3) CF@*

for C and A, respectively) showed higher valuesomparison with LAB amount on the
112" day. Throughout the whole experiment, no sigaificdifferences in LAB and TC
counts in layers of individual slices X@.05) were observed. Similarly, minimum
differences between the layers Il and Ill of indival slices and between the layers Il and

[l on different days of ripening were observed.

Higher microorganism counts in edge layers of Duyge cheese were also reported by
some other authors, for example by Komprda et28l07) and Biikova et al. (2010). The

above phenomenon can be explained by differentamirironmental conditions such as



access of oxygen ang @ various parts of cheese (Fox, 2000 Fund.; NavRbdrigues et
al., 2003).

Free amino acid content

Figure 4 illustrates the changes of total free anaioid (FAA) content in individual layers
and slices throughout the ripening experiment. &the 14-th day, slightly faster increase
of proteolysis rate was observed in samples rigeatrhigher temperature (P<0.05). In the
course of experiment with ripening at higher terapae, the intensity of amino acids
release from matrix increased. Compared to FAAe&mnin control samples, their amount
in accelerated samples almost doubled on the B@atlpost-manufacture. As late as on the
112-th day, the total FAA contents in control sagspteached the total levels of FAA in
accelerated cheeses that matured for 56 days ©hlys the intensity of proteolysis in
Dutch-type cheese can be doubled by increase tinagst temperature td®@ above the

common ripening temperature.

The acceleration of proteolytic changes in matfixleeese at elevated temperature can be
probably explained by higher activity of particulBAB enzyme systems that usually
include, intracelular peptidases (Al-Otaibi and Meéy, 2004). The acceleration of
metabolic processes and elevated rate of propagafianicroorganisms in accelerated
cheese might be likely justified by temperature tkamore suitable for their growth. The
Dutch-type cheese contains mesophilic culturesngatemperature optimum of ~ 30°C
(Beresfordet al, 2001).

The more intensive metabolism induces likely fatsis of LAB cells and hence spill of
intracelular liquid with enzymes into the cheesdteravhere the enzymes keep carrying

out hydrolytic reactions (Wilkinson and Kilcawle8005; Williams et al., 2002).

Figure 4 shows that the highest FAA content wasidoin the cores of all the monitored
slices (S1-S3) at both the ripening temperaturgdieap (P<0.05). On the contrary, the
lowest FAA content was detected in cheese edge frem" day throughout the whole
process of ripening (P<0.05). During the ripenifigantrol and accelerated cheeses, FAA

content in individual layers grew gradually (P<Q.05

Significant differences between the layers | ahndvidre observed continuously from the

beginning till the end of experiment (P<0.05). Tthaal FAA content in the layer Il was



gradually equalizing with the FAA level in the corEhe observed equalization of FAA

contents in the core and edge corresponds witlinfysdreported by Pachlova et al. (2011).

The proteolysis was also influenced by locatiomndividual slices in cheese blocks. After
a month of ripening, the corresponding layers ef 81 and S3 slices (Parts A and C of
Figure 4) differed significantly in total FAA comteindependent of ripening temperature
(P<0.05). The highest level of FAA was found in thgers of the central slice S3. The
total FAA content in the layers of the slice S2geah between the values found in the the
corresponding layers of the slices S1 and S3 tlirouigthe whole experiment. Intensity of
proteolysis varied across the cheese block. Treeafprimary proteolytic processes such
as release of amino acids from peptides and psoteas highest in the cheese core and it
decreases towards the edge. Difference in protealganges can be caused by diversity of
microenvironment which effects metabolism of LABdaactivity of reactions of their
hydrolytic enzymes (Novella-Rodrigez et al., 2008mprda et al. 2007, 2008).

Biogenic amines content

One of the most abundant biogenic amines occunni@ad, histamine (Shalaby, 1996),
was not detected in samples ripened at either ingetemperatures throughout the
experiment. The changes in concentrations of tyrajrputrescine, and cadaverine were
monitored in the 112-day experiment and they apgctied in Figures 5—7. More intensive
formation of tyramine, putrescine and cadaverineuoed in accelerated cheese (P<0.05)
during the whole monitoring. On the 56-th day, tomtents of tyramine, putrescine and
cadaverine in accelerated cheese reached doublesvabmpared to the levels found in the
corresponding layers and slices of control sampipsning for 112 days (P<0.05).
According to Pinho (2001) and Bkova et al. (2010), the decarboxylase activity of
microorganisms growths substantially at higher bation temperature. Tyramine showed
the highest concentrations, which does not agrée fimdings reported by Komprda et al.
(2007).

The contents of biogenic amines found in some pdrtheese reached approximately 800

mgKg™in accelerated cheese orf™@ay and ~350 milg™ in control cheese on 112ay.

Silla Santos (1996) does not consider such higlteratnations safe even for humans with
standard/functioning metabolism. Regardless of #lee location and ripening

temperature, the highest content of biogenic amiveesfound in the edge layers (P<0.05).



In contrast, the lowest levels of tyramine, puti@sand cadaverine were being found in
the cheese core throughout the whole experimend.(B¥ Komprda et al. (2007) and

Bunkova et al. (2010) reported similar findings.

The contents of individual biogenic amines in vasislices also differed; the edge slices
showed higher contents in corresponding layers emetpto levels found in the central
slice (P<0.05). Diferent intensities of decarbokigla processes across the monitored
cheese blocks could have been caused by differendittons/factors influencing
metabolism of LAB in individual pats of cheese (Kanha et al., 2007; Novella-Rodrigez
et al., 2003). In similar samples, fova et al. (2010) reported/considered facultagivel
anaerobic NSLAB from thelLactobacillus genus especially Lactobacillus casei
Lactobacillus paracaseilLactobacillus plantarumand Lactobacillus curvatugo be the

main producers of biogenic amines

Texture and sensory analysis

Figure 8 illustrates development of hardness oividdal slices segments and layers of
accelerated and control cheeses. On the first idaypediately after pressing the cheese
curd and before placement into brine, no significifierences in hardness of any layer of
CS1-CS3 (P0.05) slices were found. Hardness ranged approgigndietween 4-5 N.
After brining (4" day), substantial differences between the edgeotimet parts of cheese
were observed (P<0.05; Figure 8). The segment wethalightly lower hardness than the
other segments in the layer | (P<0.05) of all #sted slices CS1-CS3. The layers Il and llI
of the slice CS1 demonstrated significantly higffex0.05) hardness than corresponding
layers of the slices CS2 and CS3. Their hardnessalvaost equal ¢0.05). The cheese
segment 12 of the tested slices CS2 and CS3 wtes fohn other segments of the layer I
(P<0.05) and the values of its hardness were gfsd.05) to those found in the core of
individual slices. The differences in hardnesshef $tudied segments can be explained by

the influence of brining, during which the dehydtain of the edge layer occurs.

Water activity in the edge layer of cheese blockrel@ses because of passage of free water
(whey) from the curd into brine during salting (Fek al., 2000; Floury et al., 2009).
Moreover, sodium ions elevate ionic strength andcielimit solubility of proteins
(Exterkate and Alting, 1995). Higher concentratadrsalt might also inhibit microflora in

cheese and thereby slow down enzymatic reactiodsidimg proteolysis of casein in



fractions (Al-Otaibi and Wilbey, 2004), which coiated with the FAA content. All the
aforementioned processes increase hardness of laggre of individual slices. Similar
changes can be observed in the CS1 slice. It ist@gad by sodium chloride faster than
the layers Il and Il of the slices CS2 and CS3wBen the 4-th and 7-th day, hardness of
the segments 7-11 of the slices S2 and S3 of bhmtblexated and control samples rose
from 4-5 N to 5-6 N (P<0.05), which can be causethb penetration of NaCl into these
parts of cheese from the layer | and by the sules#gswelling of protein matrix (Fox et
al., 2000). The layer 12 was the only exceptiotht above. No significant change of its
hardness occurred ¥B.05). The cheese in this segment was softer thathe other
segments of the layer Il of the slices CS2 and @88Bof the slices AS2 and AS3 as well
(P<0.05).

Since the 4-th day, hardness of cheese segmentsof-tie slices CS1 and AS1 remained
unchanged. In contrast, the cores of the slicears2S3 showed lower hardness than the
other layers. There were no significant differendestween the hardness of the
corresponding slices of the control and accelerabegse 3 days after the beginning of the

experiment (B0.05).

The insignificant differences in the FAA and biogeamines contents in corresponding
layers and slices of control and accelerated sanmptethe 7-th day @9.05) indicate

similar intensity of metabolism of present microéfloat that time. The changes in the
layers | of all the tested slices and in the layed the slices S2 and S3 of accelerated
cheese were more intensive than the processeseircdhtrol samples (P<0.05). The

decrease of hardness can be elucidated mostlyobgqbysis of caseins.

Fast decrease of hardness of accelerated cheed® tributed both to more intensive
metabolism of microorganisms and to activity of tpodytic enzymes (Lawrence et al.,
1987; Fox et al., 2000), which is also illustrabsdresults of microbiological analysis and
by content of FAA (Figure 4).

The changes of hardness of all the segments @dliffieom its changes in other segments
of the layers | (1-5). Cheese segment 6 demongtséightly lower hardness than the other

segments of the layer | (Figure 8).

The above phenomenon has neither been explainadyglaor reported in literature. It

can be explained by placement of the cheese blocks plate. Sodium chloride cannot



then diffuse into the cheese segment 6 directhabse of absence of contact with brine. It
can only penetrate from the adjacent parts of &yerll. The lower content of NaCl can
influence growth and metabolism of LAB and also tpodytic processes (Novella-
Rodrigueset al, 2003; Komprdaet al, 2007; Pachlova et al., 2011;#kova et al., 2010).

Compared to other segments (7-11) of the layef Btadied slices, the segment 12 of
control samples showed anomalous changes to thed4@ay and similar diferences
occured in accelerated samples to the 28-th dagyuK&i8). Hardness of the accelerated
samples decreased to 42-nd day of experiment. Mergbardness of slices and majority
of cheese segments equalized at 2-3 N (L kontr@a)the contrary, the segments 1-5 of
all the slices showed higher hardness of 4-5 N (PX0In the following 14 days (3‘6
day), no significant changes of hardness of segsmenslices (B0.05) were reported in

accelerated cheese.

Hardness of majority of analysed layers and skitteseased gradually from the"56ay of
ripening (P<0.05). In comparison with hardness afeterated cheese on"™2nd 56'
days of ripening, similar values%P.05) were reported in corresponding slices andrtay

of the control samples £0.05).

No significant changes of hardness of control chessmples occurred to the Mday
(P=0.05). Faster equalization of the texture paramseatéaccelerated cheese can be again
attributed to higher intensity of proteolytic raacs at higher ripening temperatures (Law,
2001). The segments 1-5 (layers I) of both corarul accelerated cheese showed higher

hardness than the other segments or layers regamllslice and its location.
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