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ABSTRAKT

Cilem ptedloZené dizertaéni prace bylo zabyvat se problematikou vzniku
a vyskytu biogennich amini ve vybranych skupinach pfirodnich syrt. Navzdory
tomu, ze biogenni aminy mohou plnit v nizkych koncentracich u fady
mikroorganizmi, rostlin 1 Zivo¢icht vyznamné fyziologické funkce, pfijem
vyssich koncentraci biogennich amind mtiZze mit negativni vliv na konzumentovo
zdravi. Syry ptedstavuji vhodné prosttedi pro vznik a vyskyt vysSich koncentraci
biogennich aminti, nebot’ fada mikroorganizmti vyuzivajicich se pfi vyrob¢ syrt
jako zékysové mikroorganizmy vykazuji zna¢nou pozitivni dekarboxyldazovou
aktivitu.

V praktické ¢asti byl sledovan obsah biogennich aminil v pfirodnich syrech,
pficemz vzorky byly odebirany v riznych fazich technologického procesu
vyroby. Nasledné byla zkouméana mira schopnosti produkovat biogenni aminy
mikroorganizmy, které byly ztéchto syri izolovany a identifikovany.
Dekarboxylazova aktivita vybranych kment byla zkoumana v redlném systému
ptirodniho syru holandského typu, ktery byl vyroben laboratorné. Hodnoty vSech
sledovanych biogennich amini byly srovnavany s kontrolnimi modelovymi
vzorky syri, tedy syry bez ptidavku sledovaného dekarboxyldza pozitivniho
kmene.

Bylo zjisténo, ze zastupci zakysovych kultur Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824 a CCDM 946 vykazuji zna¢nou pozitivni dekarboxylazovou
aktivitou, pficemZ vznikd putrescin a tyramin ve vyznamné vysokych
koncentracich. Hodnoty putrescinu byly na konci doby zrani u obou vzorki vyssi
nez 800,0 mg-kg?. Béhem sledovani dekarboxylazové aktivity nezakysovych
bakterii bylo zjisténo, Ze v piitomnosti kmene Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52 nedochazi ke vzniku tak zavaznych koncentraci, jako tomu bylo
Vv ptipadé bakterii Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36.
Celkové mnozstvi biogennich amini u Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52 nepiesahly hodnotu 100,0 mg-kg™. U bakterii rodu Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 byla zpozorovana vyznamna
tyramin-pozitivni dekarboxylazova aktivita, nebot’ koncentrace tyraminu 90. den
zrani modelovych vzorkd byla v rozmezi 1882 — 222,1 mg-kg®. Porovnani
s koncentracemi celkového obsahu biogennich amint bylo zjisténo, Ze tyramin
tvoftil az 66 % z celkového mnozstvi 8 sledovanych biogennich amint.



ABSTRACT

The aim of this dissertation thesis was to deal with rice and occurrence
of biogenic amines in selected groups of natural cheeses. These amines can play
important physiological functions at many microorganisms, plants and animals.
On the other hand, higher concentrations of biogenic amines may have a negative
effect on consumer health. Cheeses represent suitable environment for the rise of
higher concentrations of biogenic amines. Number of microorganisms used in the
cheeses production as feed microorganisms exhibit a marked positive
decarboxylase activity. Thanks this reaction free amino acids appeared which are
than decarboxylated to form biogenic amines.

In the practical part, the content of biogenic amines in natural cheeses was
monitored. The samples were taken from various stages of the technological
process of production. Subsequently, the degree of ability to produce biogenic
amines by means of microorganisms was investigated. The microbes were
isolated and identified from cheeses. The decarboxylase activity of selected
strains has been investigated in a real Dutch-type natural cheese which was made
in laboratory.

It has been found that representatives of the Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824 and CCDM 946 show a marked positive decarboxylase activity.
Production of putrescine and tyramine at significantly high concentrations was
observed. The putrescin amount at the end of the maturation time of both samples
were greater than 800,0 mg-kg™. During the monitoring of the decarboxylase
activity of non-starter bacteria, it was found that in the presence of the
Lactobacillus paracasei strain DEPE T51 and DEPE T52, no such rise of
significant concentrations as in the case of Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
DEPE T3 and DEPE T36. The total amount of biogenic amines in Lactobacillus
paracasei DEPE T51 and DEPE T52 did not exceed 100 mg-kg™. For bacteria of
the genus Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 and DEPE T36,
significant tyramine-positive decarboxylase activity was observed, because the
tyramine concentration was from 188, 2 to 222,1 mg-kg™?. on the 90th day of
maturation. Two samples inoculated by means of Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T3 a DEPE T36 showed tyramine concentrations in 66% from
total numbers of 8 biogenic amines which were studied.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Ptirodni syry se v poslednich letech fadi ke stale vice oblibenym potravindm,
coz dokazuje i statistika Ceského statistického ufadu, kde ptirodni syry jsou
rozdéleny na skupiny tvrdé, mékké a plisiioveé syry. Spotteba piirodnich syrt
vzrostla z 9,4 kg na 1 osobu za rok 2004 na 11,3 kg na 1 osobu za rok 2016.
V piipad¢ spotieby ml¢ka a mléénych vyrobki dosSlo meziro¢né ke zvySeni
05,8 kg obyvatele za rok 2016 na hodnotu 242,3 kg ve srovnani s rokem
predeslym (Bacova, 2016; Lukavcova, 2017; Vodickova, 2016).

Syry maji své charakteristické organoleptické vlastnosti (zejména chut’ a viini),
které jsou disledkem tfady biochemickych reakei, protoZe pii nich vznikaji
vyznamné senzorické latky (Calzada et al., 2013, s. 4817; El-Zahar, El-Zager
a Ramadan, 2014, s. 73; Fox et al., 2000, s. 12-15; 2004, s. 103-140; Roginski,
Fuquay a McSweeney, 2002, s. 795). Tyto biochemické reakce probiha;ji
j1Z od prvnich hodin vyroby syra (nejvice béhem lisovani a soleni syrli), avSak
k nejvétsim biochemickym zménam dochazi az v priibéhu zrani syrti. Béhem
zrani syrl mohou byt mimo jiné tvofeny biogenni aminy ve vyznamnych
koncentracich, pficemz ptfitomnost a konzumace vysokych koncentracich mohou
negativné ovliviiovat konzumentovo zdravi (Church, McCance & Widdowson,
2002, s. 110; Fox et al., 2000, s. 15; McSweeney, 2004, s. 128; Roginski, Fuquay
a McSweeney, 2002, s. 799).

1.1Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni latky, které vznikaji
dekarboxylaci pfislusnych aminokyselin plsobenim mikroorganizmti (MO)
s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou. Jejich vyskyt v nizkych koncentracich
je ptirozeny u vSech zivocCicht, rostlin i mikroorganizmti, kde plni fadu
vyznamnych fyziologickych funkci (Brown, Stevens a Haas, 2001, s. 638;
Bunkova et al., 2013, s. 548; Dadakova, Kfiizek a Pelikanova, 2009, s. 365;
El-Zahar, El-Zager a Ramadan, 2014, s. 74; Onal, 2007, s. 1475). Nékteré
biogenni aminy mohou v organizmu pusobit jako stabilizatory makromolekul
(spermidin, spermin, aj.), prekurzory hormont (napt. tyramin), lokalni tkanové
hormony (histamin, adrenalin, dopamin, tryptamin atd.), ¢i jako mediatory
synaptickych nervli (zejména dopamin). Biogenni aminy mohou v organizmu
také vystupovat jako stavebni latky, které se GcCastni syntézy dalSich hormont,
nebo mohou slouZit jako zdroj dusiku pro fadu vyznamnych reakci (Onal, Tekkeli
& Onal, 2013, s. 510; Samkova, Daddkova & Pelikanova, 2013, s. 309-310).
Na druhou stranu konzumace vySSich mnoZstvi biogennich aminli miZe mit
zavazny negativni vliv na organizmus (Bunkova et al., 2009, s. 534, 2010, s. 880;
El-Zahar, El-Zager a Ramadan, 2014, s. 74; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191;
Innocente et al., 2007, s. 1285; Li et al., 2014, s. 355).



1.1.1 Vznik biogennich aminu

Biogenni aminy vznikaji v potravindch pifevazné degradaci volnych
aminokyselin pomoci mikroorganizmi s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou.
Vznik BA v potravinach mize byt do jisté miry ovlivnén i samotnou vyrobou
dané potraviny. Obr. 1 znazoriiuje obecné reakéni schéma dekarboxylace volné
aminokyseliny za vzniku oxidu uhli¢itého a pfislusného biogenniho aminu.
Dekarboxylazy, které katalyzuji reakce vzniku BA, mohou byt produkovany
riznymi druhy mikroorganizmi, avSak jedna se spiSe 0 vlastnost konkrétnich
kmenl nez celého druhu (BioCyc Database Collection, 2016; Buikova et al.,
2009, s. 534; 2011, s. 113; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al.,
2013, 38-40, Pachlova et al., 2016, 1-2).

O

R\K{L H

OH — > N

NH dekarboxylaza COz + R7NH,
2

Obr. 1: Obecné reakcni schéma vzniku biogennich aminii (upraveno podle BioCyc
Database Collection, 2016).

Rada biogennich amin@i vznika jednostupiiové, tedy vyse uvedenou
metabolickou drahou za ucasti dekarboxylace jednim enzymem, napt. histamin
z L-histidinu ptisobenim histidin-dekarboxylazy. V Tabulce 1 je uveden piehled
biogennich aminti, volnych aminokyselin, ze kterych konkrétni BA vznikaji
a ptislusny enzym. Tyto enzymy katalyzuji celou reakci a vyuzivaji pyridoxal-5-
fosfat jako kofaktor (GenomeNet, 2018; Komprda, T., 2001, s. 275; 2004, s. 58;
2008, s. 30; Shalaby, 1996, s. 676).

Tabulka 1 Vznik biogennich amint z pfislusnych aminokyselin (upraveno podle
Komprda, T., 2004, s. 58; 2008, s. 30; GenomeNet, 2018)

biogenni amin | volna aminokyselina | enzym

agmatin arginin arginin dekarboxylaza
EC4.1.1.19

fenylethylamin fenylalanin fenylalanin dekarboxylaza
EC4.1.1.53

histamin histidin histidin dekarboxylaza
EC4.1.1.22

kadaverin lyzin lyzin dekarboxylaza
EC4.1.1.18

putrescin ornitin ornitin dekarboxylaza
EC4.1.1.17

tyramin tyrozin tyrozin dekarboxylaza
EC4.1.1.25




Nekteré biogenni aminy vSak mohou vznikat 1 z jinych biogennich amint.
Napiiklad spermidin vznika methylaci putrescinu S-adenosyl-L-methioninem,
¢i reakce spermidinu za vzniku sperminu (Obr. 2) (Ancin-Azpilicueta et al., 2008,
s. 258; BioCyc Database Collection, 2016; Halédsz et al., 1994, s. 43; Kalac, 2014,
s. 27; Komprda et al., 2008, s. 30).

NH
o
@] \
S adenosyl transferaza N N
zZ
s
L-methionin O\}f HO  OH
Ho  NH:
S-adenosylmethionin
H+
CO;
N.__NH>

H3C‘S+ N
(’J HO OH
NH,

dekarboxylovany S-adenosyl 3-(methylthio)propylamin

spermidin syntaza
H N> -NH; H2N

putrescin  S-methyl-5"-thioadenosin

H,N

spermin syntaza
NH,

spermidin

o

5"-methylthioadenosin

Y

spermin

Obr. 2: Vznik spermidinu a sperminu (upraveno podle podle BioCyc Database
Collection, 2016).
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Oproti tomu vznik putrescinu je mnohem slozitéjsi a jeho syntéza je zavisla
natypu pfitomnych bakterii, kterymi je dekarboxylovan. V pfitomnosti
gramnegativnich bakterii mize byt putrescin tvofen az tfemi drahami ptisobenim
az 8 enzymu. Pisobenim grampozitivnich bakterii miize byt putrescin tvoien
dvéma drahami za pfitomnosti 3 enzymu (viz. nize) (Ancin-Azpilicueta et al.,
2008, s. 258; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al., 2013, 38-40;
Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842).

Syntéza putrescinu pusobenim grampozitivnich bakterii

Grampozitivni bakterie mohou syntetizovat putrescin dvéma drahami. Prvni
metabolickou drahou je ornitin dekarboxylazova draha (ODC), kde
je aminokyselina L-ornitin pifeménéna pusobenim ornitin dekarboxylazy
na putrescin a vedlejsi produkt reakce oxid uhli¢ity (Obr. 3) (Macrobal et al.,
2006, s. 7954; Ten Brink et al., 1990, s. 74). Schopnost syntetizovat putrescin
touto drahou byla zpozorovana naptiklad u Oenococcus oeni, Lactobacillus spp.,
aj. (Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Ladero etal., 2011, s. 554; Loizzo et al.,
2013, s. 39; Macrobal et al., 2004, s. 214; 2006, s. 7955; Roginski, Fuquay
a McSweeney, 2002, s. 842).

O
| H NH
HZNW‘\OH > HN T2 L o,
NH, omitin dekarboxylaza
L-ornitin putrescin

Obr. 3: Ornitin dekarboxylazova drdha (upraveno podle BioCyc Database Collection,
2016).

Dal§i moznosti vzniku putrescinu plsobenim grampozitivnich bakterii
je agmatin deiminazova draha (AgDI) (Obr. 4) (BioCyc Database Collection,
2016).

NH
HoN H.N HZN/V\/ 2
2 2
)=0 po,”  karbamoyl fosfat putrescin
H,0 HN . ~_ A
+ NH, +
agmatin deiminaza H,0
NH putrescin transkarbamoylaza NH;
HN=( +
NH, NH, co,
agmatin N-karbamoylputrescin

Obr. 4: Agmatin deimindzova draha (upraveno podle BioCyc Database Collection,
2016).
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Této drahy se uUcCastni dva enzymy, a to agmatin deiminaza a putrescin
transkarbamoylaza. Agmatin deiminaza se podili na pfeméné agmatinu
na N-karbamoylputrescin a amoniak. N-karbamoylputrescin je nasledné
pusobenim putrescin transkarbamoylazy rozlozen na putrescin a karbamoylfosfat.
Vznikly karbamoylfosfat je nasledné rozkladan kinazou za vzniku ATP, oxidu
uhlic¢itého a amoniaku. Grampozitivni bakterie tak touto cestou mohou ziskavat
energii. AgDI draha byla popséana napt. u Lactobacillus collinoides, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus mali, Leuconostoc mesenteroides aj. (Ladero et al., 2011,
s. 555; Loizzo et al., 2013, s. 38; Macrobal et al., 2004, s. 214; Roginski, Fuguay
a McSweeney, 2002, s. 852); Wunderlichova et al., 2014, s. 1012).

Syntéza putrescinu pitsobenim gramnegativnich bakterii

Na rozdil od grampozitivnich bakterii, syntéza putrescinu pisobenim
gramnegativnimi bakteriemi je znacné sloZzit&si a jeho vznik mize byt az tfemi
drahami. Prvni draha, stejn¢ jako u grampozitivnich bakterii, je vznik putrescinu
ODC drahou (Obr. 3) (napf. pisobenim bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp.) (Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al., 2013,
s. 38; Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842).

Dalsi moznou syntézou putrescinu je arginin dekarboxylazova draha (ADC),
jez mize v zavislosti na pfitomnych mikroorganizmech probihat dvéma zplisoby
(Obr. 5 a 6). Ob¢ drahy maji spole¢ny prvni krok, a to aminokyselina L-arginin
je dekarboxylovana na agmatin pasobenim arginin dekarboxylazy. Diky
enterobakteriim je nasledné agmatin pfeménén piasobenim agmatin
ureohydrolazy na mo¢ovinu a putrescin (Obr. 5) (Fiechter, Sivec a Mayer, 2013,
s. 191; Loizzo et al., 2013, s. 38; Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842).

HZNYNH H,oN

H,N
NH + O
= CO, + _= +
arginin dekarboxylaza agmatinaza  M2N" 'NH;

OH NH

H,N HN:< NH,
o NH,

L-arginin agmatin mocovina putrescin

Obr. 5: Arginin dekarboxylazova draha pusobenim enterobakterii (upraveno podle
BioCyc Database Collection, 2016).

Oproti tomu zastupci bakterii rodu Pseudomonas je agmatin nejprve preménén
na N-karbamoylputrescin (enzym agmatin deiminaza), ktery je nasledné rozloZen
vlivem N-karbamoylputrescin amidohydrolazy na putrescin a mocovinu (Obr. 6)
(Cunin et al., 1986; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 192; Loizzo et al., 2013,
s. 38).
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H,N.__NH H,N

Y

NH H H,0

+
_— co, + . —= HZN/\/\/NHWNHZ + NH,
arginin dekarboxylaza agmatin-deiminaza o
OH NH N-karbamoylputrescin
O NH,
L-arginin agmatin

H,O

+

N-karbamoylputrescin
amidohydrolaza H

H,N
0]
HZNJ\NHZ +
NH,
mocovina putrescin

Obr. 6: Arginin dekarboxylazova draha pusobenim bakterii rodu Pseudomonas
(upraveno podle BioCyc Database Collection, 2016).

Samotny vznik biogennich aminli je vSak zna¢né zéavisly na okolnich
podminkéach, kter¢ se do znatné miry podili 1 na mife koncentrace
BA v potravinach. Faktory vzniku BA mohou byt rozdéleny na ptimé a neptimé.
BA v potravinach ma za ptiznivych podminek i1 doba skladovani potravin,
kde s rostouci dobou skladovani roste i hodnota BA (Fiechter, Sivec a Mayer,
2013, s. 192; Kalac, 2014, s. 28; Loizzo et al., 2013, s. 38; Roginski, Fuquay
a McSweeney, 2002, s. 842; Wunderlichova et al., 2013, s. 269; 2014, s. 1013).

Mira produkce sledovaného BA mize byt dana dvéma faktory. Bud’ tim,
ze kazda bunka produkuje vice sledovaného BA, ale pocet bunék je stejny. Nebo
produkce BA je stejna nebo 1 mensi, avSak bunék je ptitomno vice. Vyhodnoceni
kinetiky produkce biogennich aminli byva zpravidla vyjadfovano pomoci
Gompertového modelu, ktery modifikoval Zwietering (Zwietering et al., 1990,
s. 1-3). Nasledujici vzorec vyjadiuje zavislost sledovaného biogenniho aminu (y)
[mg-17] na ase (t) (Bufikova et al., 2011; s. 113; Zwietering et al., 1990, s. 1-3):

Hpa " €
Apy

y = Agy - €xp {— exp [ (Aga —t) + 1]}

LBA- .- .. maximalni rychlost produkce BA [mg-h™]
ABA-..... prodleva neboli ¢as, kdy je poprvé zjisténa produkce BA [h]
Aga......asymptota, kterd je definovana jako maximalni produkce BA
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Pro vypocet parametrii pugsa, Asa & Asa miize byt pouzita nelinedrni regresni
analyza (Marquardt-Levenburgova metoda) za pouziti podminky: uga> 0, Aga >
0 a Aga> 0 (Bunkova et al., 2011; s. 113).

Zavislost vyprodukovaného obsahu konkrétniho biogenniho aminu
vyjadifeného na jednu buiku v case (produkce pii optimalnich podminkach)
vyjadiuje ,,yield factor Ygacru®. Tento faktor udava vyprodukovanou koncentraci
biogenniho aminu pfepoctenou na jednu buiiku. Pocita se dle nasledujici rovnice
(Bunkova et al., 2011; s. 113; Dalgaard, 1995, s. 319; Emborg a Dalgaard, 2008,
s. 227, Jergensen, Huss a Dalgaard, 2000, s. 921; Zwietering et al., 1990, s. 3):

BAt == BAO + YBA/CFU - (Nt - No) * 1000

kde:
BA:a BA.. . koncentrace BA v ase t a v ¢ase 0 [mg-17?]
N:a No...jsou celkové pocty mikroorganizmil v ¢ase t a v Case 0 [CFU-17]

Marquardt-Levenburgova metoda je pouzita za podminky Ygacru > 0 (Emborg
a Dalgaard, 2008, s. 227).

Piimé faktory vzniku biogennich aminii

Mezi vyznamné piimé faktory vzniku BA patii zejména piitomnost
dostatecného mnozstvi prislusnych volnych aminokyselin, pfipadné jejich
derivati, z nichz jsou BA pomoci dekarboxylace syntetizovany. Z tohoto divodu
je vznik biogennich aminti pfimo ovlivnén samotnou proteolyzou.
To je i dikazem, ze u dlouhodobé zrajicich syri byvaji detekovany vyssi
koncentrace biogennich aminii v disledku probihajici proteolyzy za vzniku
az volnych aminokyselin. Tyto aminokyseliny nasledné vstupuji do reakci
za vzniku BA (viz. vyse) (Komprda et al., 2008, s. 220; Linares et al., 2012,
s. 2-3; Novella-Rodriguez et al., 2004, s. 246).

Druhym, velmi podstatnym, piedpokladem pro vznik BA je piitomnost
mikroorganizmti S pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou (viz. Kkapitola
1.3 Mikroorganizmy  produkujici ~ biogenni  aminy ve  vybranych
skupinach prirodnich syri) (Bunkova et al., 2010, s. 881; Dadakova, Krizek
a Pelikanova, 2009, s. 366; Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s. 7955; Samkova,
Dadakova a Pelikanova, 20013, s. 310).

Nepiimé faktory vzniku biogennich aminii

Neptimé faktory pro vznik biogennich aminti jsou takové, které maji vliv
na samotné mnoZeni, rist a celkovy metabolizmus mikroorganizmi s pozitivni
dekarboxylazovou aktivitou. Mezi takové podminky patii naptiklad koncentrace
sacharidii (pfedevSim glukozy), teplota, pH, pfitomnost kysliku, koncentrace
NaCl, aj. Tyto podminky jsou vSak zavislé na konkrétnim druhu, jenz produkuje
enzym pro dekarboxylaci dané aminokyseliny na konkrétni biogenni amin,
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a nelze tak souhrnné specifikovat vyse uvedené podminky (Dadakova, Kiizek
a Pelikanova, 2009, s. 366; Samkova, Dadakova a Pelikanova, 20013, s. 310).

Vliv pH

Pro bakterie mlécného kvaseni se za optimalni pH povazuje slabé kyselé
prostieni (5,4 — 6,4), avSak v zavislosti na kmenu se tyto hodnoty mohou liSit.
Dekarboxylazy maji své optimalni pH dokonce v rozmezi 4,0 — 5,5. (Komprda,
2004, s. 85; Santos, 1996, s. 214) N¢kteti autoii tvrdi, ze vznik alkalickych
biogennich amini mize byt z divodu ochrany proti kyselému prostiedi. Greif,
Greifova a Karovi¢ova (2006, s. 22) nebo Masson, Talon a Montel (1997, s. 201)
ve svych studiich uvadi, zZe v kyselém prostiedi byla produkce biogennich amint
dokonce zvySend. Vlivem hodnoty pH tak mohou nastat dva ptipady. Produkce
BA vlivem nizkého pH poklesne, nebot’ pH okoli bude vyznamné niz8i nez
optimdlni pH dekarboxylatniho enzymu nebo pH optimédlniho ristu
mikroorganizmi s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou. V druhém piipadé muze
nastat, Ze 1 pies nizké hodnoty pH okoli se mnozstvi produkovanych BA zvySuje.
Tento jev milze nastat z diavodu, ze bunky budou produkovat alkalicke
BA z dtivodu snahy snizit kyselost okoli (Bover-Cid et al., 2008, s. 270, Bunkova
etal., 2011, s. 113-114).

Vliv teploty

Vyznamnym nepiimym faktorem ovliviiujicim vznik a koncentraci BA
je teplota. Znac¢na ¢ast bakterii s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou patii mezi
mezofilni bakterie, jejich optimalni teplota rastu je v rozmezi 10 — 45 °C. AvSak
stejné jako 1 u vlivu pH na produkci BA, tak i zde jsou pfesné teploty optimalniho
rustu v zavislosti na konkrétnim mikrobialnim kmenu (Komprda, 2004, s. 54;
Santos, 1996, s. 214).

Pachlova et al. (2012, s. 2-3) se zabyvala sledovanim vlivu teploty Vv prib&hu
zrani syrtt na samotnou produkci biogennich amint. Bylo zji§téno, Ze s nizsi
teplotou dochazi i ke snizeni tvorby BA. Tento jev je diky tomu, ze niz$i teplota
rovnéZ pusobi na sniZeni aktivity mikroorganizmi s pozitivni dekarboxylazovou
aktivitou (Pachlova et al., 2012, s. 5; Naila et al., 2010, s. 142).

Vliv piitomnosti vyuZitelnych sacharidii

Mezi vyznamné sacharidy, jejichZ pfitomnost ovliviiuje riist mikroorganizmi
s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou, patii zejména glukéza. Rada publikaci
uvadi koncentrace glukoézy v rozsahu 0,5 — 2,0 % (w/v) za optimalni. Avsak
koncentrace glukdzy, kterd je vysSi nez vySe uvedeny rozsah, mohou mit jiz
negativni vliv na pfitomnost a rist mikroorganizmti produkujicich BA (Komprda,
2004, s. 55; Santos, 1996, s. 213).

Vliv NaCl
Kombinaci i dal$ich nepfimych faktorii spolu s koncentraci NaCl lze ovlivnit
vznik biogennich aminl v kone¢nych produktech. AvSak koncentrace NaCl lze
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upravovat jen do jisté miry, aby byly zachovany pozadované vlastnosti finalniho
produktu (zejména chut’). Niz8i koncentrace NaCl dokonce produkci BA mohou
podpoftit (1 — 2 % (w/v)). Na druhou stranu vyssi koncentrace NaCl (vice nez
3% NaCl (w/v)) v prostfedi mize inhibovat rist mikroorganizmii s pozitivni
dekarboxylazovou aktivitou, a tudiz i vznik biogennich amint (Komprda, 2004,
s. 56; Korkeala, Alanko a Tiusanen, 1992, s. 28).

1.1.2 Toxikologické u¢inky biogennich amint

Biogenni aminy mohou ve vysokych koncentracich negativné ovliviiovat
lidsky organizmus a stat se tak pro n¢j stat toxickymi. Z hlediska jejich
toxikologického pisobeni na lidsky organizmus jsou biogenni aminy rozdéleny
na psychoaktivni a vazoaktivni latky. BA pattici mezi psychoaktivni latky plisobi
V organizmu na nervové prenasece. Intoxikace psychoaktivnimi latkami se miize
projevovat doCasnymi zménami vnimani ¢i chovani. Zastupcem této skupiny latek
je napft. histamin. BA, které v organizmu pulsobi jako vazoaktivni latky, mohou
ovliviiovat kardiovaskularni systém, a to pfimo Cinepiimo (rozSifenim cév
a snizeni tak krevniho tlaku). Intoxikace takovymito BA muze zplsobovat
| kontrakce hladkého svalstva. Tyto latky mohou byt dale d¢leny
na vazokontraktibilni (napf. tyramin) ¢i vazodilata¢ni (napt. fenylethylamin).
Z hlediska rizikovosti jsou vyznamnou skupinou potravin alkoholické népoje.
Ptitomny alkohol muzZe snizit aktivitu detoxifikatniho mechanizmu a zvysit tak
riziko intoxikace biogennimi aminy (viz. nize) (Bunkova et al., 2010, s. 881,
Dang, Pesek a Matyska, 2013, s. 4227; Kiizek et al., 2014, s. 466-467; Mayer,
Fiechter a Fischer, 2010, s. 3252; Onal, Tekkeli a Onal, 2013, s. 510).

Mezi nejvyznamnéj$i biogenni aminy z hlediska negativniho Gc¢inku na lidsky
organizmus se fadi zejména histamin a tyramin. Intoxikace histaminem mutize byt
pozorovatelnd v ramci nékolika minut aZz hodin, kdy muize dochazet
k anafylaktickému Soku, sniZzeni krevniho tlaku, bolestem hlavy piechazejici
v silné migrény, kontrakce hladkého svalstva stfev (bfisni kieCe, zvraceni,
prijmy), zarudnuti o¢i, kuze, potize s dechem, ¢i tfes (Bunkova et al., 2010,
s.881; Li et al., 2014, s. 356; Innocente et al., 2007, s. 1286; Dang, Pesek
a Matyska, 2013, s. 4227; Krizek et al., 2014, s. 467; Mayer, Fiechter a Fischer,
2010, s. 3252). Konzumace potravin s koncentraci histaminu 40 — 100 mg-kg™
miZe vyvolat stiedné t&zkou otravu a koncentrace nad 100 mg-kg* mize vést
K velmi silnym otravam. Legislativné v§ak neni uvedena zadna hranice, ktera by
udavala toxickou koncentraci histaminu v syrech (Anonym, 2011, s. 17; Kala¢
a Kiizek, 2005, s. 28; Onal, 2007, s. 1476; Parente et al., 2001, s. 883). Obdobné
koncentrace histaminu publikoval ve své praci 1 Nout (1994, s. 295), ktery jako
maximalni  pfipustnou  koncentraci v potravindich  uvedl = hodnotu
50 — 100 mg-kgt. V piipadé alkoholickych ndpojli se uvadi koncentrace
histaminu 8 — 20 mg-1* jako mnozZstvi, které miize u konkrétnich jedincii zpisobit
negativni fyziologické ucinky na lidsky organizmus. Tyto uc¢inky mohou byt
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rozpoznatelné v fadu nékolika minut az hodin (Moreno-Arribas a Polo, 2009,
s. 289).

Tyramin se fadi mezi vazokontraktibilni biogenni aminy, které mohou
zpisobovat hypertenzi. Mimo to miize tyramin zplsobovat bolesti hlavy,
zvraceni, ¢i rozSifeni cév, aj. (Bunkova et al., 2010, s. 881; Calzada et al., 2013,
s. 4817; K¥izek et al., 2014, s. 467; Onal, 2007, s. 1476, Quereshi et al., 2013,
s. 304). Koncentrace tyraminu 100 — 800 mg-kg™* v potraving je v fadé publikaci
oznacovana jako toxickd pro lidsky organizmus. Dle Nout (1994, s. 295)
je mnozstvi tyraminu 1080 mg-kg?! toxickd i pro konzumenty s funk&nim
detoxifikacnim mechanizmem (viz niZe). Pro konzumenty uzivajici inhibitory
aminooxidaz muze mit konzumace potravin obsahujici koncentraci tyraminu
jiz 6 mg-kg* negativni u¢inky na jejich zdravi (Anonym 2011, s. 19; Halasz et al.,
1994, s. 43; Onal, 2007, s. 1475; Santos, 1996, s. 214; Ten Brink et al., 1990,
s. 75). Pro alkoholické napoje byla uvedena hodnota tyraminu 25 — 40 mg-1* jako
koncentrace, ktera mize vyvolat negativni ¢inky na lidsky organizmus (Moreno-
Arribas a Polo, 2009, s. 389).

Obdobné toxikologické ucinky na lidsky organizmus jako ma tyramin
(hypertenze, bolest hlavy, zvraceni, rozsifovani cév aj.) miize mit také konzumace
vyssich koncentraci tryptaminu a fenylethylaminu (Anonym, 2011, s. 21).

Dalsi biogenni aminy, napf. putrescin a kadaverin, nemaji samy o sob¢
vyznamny negativni vliv na lidsky organizmus. Avsak pritomnost putrescinu
a kadaverinu mize zesilovat vySe uvedené ti€inky histaminu a tyraminu. MoZznym
rizikem predevs§im putrescinu je také fakt, ze mize byt prekurzorem vzniku
nitrosamini, coZ jsou karcinogenni latky (Karovi¢ova a Kohajdova, 2005, s. 71;
Wunderlichova et al., 2014, s. 269). N-nitrosopyrrolidin je jednim z nitrosaminti,
pti jejichz vzniku je jako prekurzor putrescin. Od roku 1978 je tato latka
N-nitrosopyrrolidin fazena Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny mezi
mozné karcinogeny. Vznik N-nitrosopyrrolidinu z putrescinu je znazornén
na Obr. 7. Putrescin nejprve podléha deaminaci a nasledné cyklizaci vznika
pyrrolidin, V ptitomnosti nitrosac¢niho Cinidla pak vznika
N-nitrosopyrrolidin (Drabik-Markiewicz et al., 2011, s. 1540; Gasarasi et al.,
2001, s. 51-53; Karovicova a Kohajdova, 2005, s. 71; Kostyukovskii a Melamed,
1988, s. 626; Yurchenko a Moélder, 2006, s. 326).

N
H,N l\{;/
i O
N—02> —» HZN/\/\CH;:H — [ \ 3 { \
-Np N N
H |
NH, NO
NH,
putrescin diazoniovy ion karbokation pyrrolidin  N-nitrosopy rrolidir

Obr. 7: Vznik N-nitrosopyrrolidinu z putrescinu (upraveno podle Wunderlichova et al.,
2014, s. 1014).
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Lidsky organizmus je pfirozené chranén pfed intoxikaci biogennimi aminy,
ato pomoci detoxifikatniho mechanizmu. Tento mechanizmus je sloZen
ze stfevnich enzymii a to monoaminooxidaz, diaminooxidaz a histamin-N-
methyltransferazy. Tyto enzymy katalyzuji oxidativni deaminaci amind za vzniku
ptislusného aldehydu, amoniaku a peroxidu vodiku (Obr. 8). Vznikajici aldehydy
jsou toxické, a tak jsou nasledné rychle pfeménény na aminokyseliny a laktamy
pusobenim intraceluldrnich aldehyd-dehydrogenédz. Na druhou stranu, tento
detoxifikacni mechanizmus mlze byt ovlivnén nékolika faktory. U nékterych
jedincl mize byt nizka hladina detoxifika¢nich enzyma genetickou pfi¢inou,
plsobenim alkoholu, ¢1 uzivanim 1é¢iv (zejména psychofarmak, které obsahuji
inhibitory aminooxidaz). Funkénost detoxifikatniho mechanizmu taktéz klesa
s rostoucim vékem (Innocente et al., 2007, s. 1286; Loizzo et al., 2013, s. 39-40;
Onal, 2007, s. 1476; Redruello et al., 2013, s. 1030).

+
R ONH, T HO + O —> kX0 + NH; + HO0,

Obr. 8: Obecné reakcni schéma oxidativni deaminace biogennich aminii (upraveno
podle BioCyc Database Collection, 2016).

1.1.3 Vyskyt biogennich amini

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich pfirozené se vyskytujici latky
u vSech mikroorganizmi, zZivocichtl i1 rostlin. Z hlediska fyziologie zde plni fadu
vyznamnych a dulezitych funkci jako napiiklad stabilizatory makromolekul,
lokalni tkanové hormony, aj. (viz. 1.1. Biogenni aminy).

Vyssi koncentrace BA vSak mohou negativné ovliviiovat konzumentovo
zdravi. Vznik tak zavazn€ vysokych koncentraci BA mize byt disledkem
ptritomné mikroflory v potravinach (Bunkova et al., 2010, s. 880; Mayer, Fiechter,
Fischer, 2010, s. 3252). Puvod pfitomnych mikroorganizmi s pozitivni
dekarboxylazovou aktivitou V potravinach miize byt:

e mikroorganizmy z ptivodni suroviny (¢asto tyto MO mohou byt vnimany
také jako kontaminanty, av§ak mohou se podilet na fadé¢ vyznamnych
biochemickych procesech, diky nimZ finalni produkt ziska pozadované
a zadouci vlastnosti). V mlékarenstvi se témto mikroorganizmim
pfispivajicim k vytvafeni typické jakosti vyrobku fiké ,nezékysové
bakterie®, nebo také nonstartérové;

e piidavek mikroorganizmi do suroviny béhem technologie vyroby —
jedna se o zakysové (neboli startérové) kultury (viz. kapitola
Fermentované potraviny);

e mikroorganizmy, které se do suroviny dostaly v pribéhu
technologického procesu — nezakysové (nonstartéroveé)
mikroorganizmy, avSak nejsou piimo povazovany za kontaminanty,
nebot’ se vyznamné podili na dilezitych biochemickych procesech
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Vv pribéhu zrani vyrobkl (zejména syru) (viz. kapitola Fermentované
potraviny);

e kontaminujici mikroflora, kterd se do potraviny dostala v prubéhu
technologie vyroby potravin vlivem Spatnych hygienickych podminek,
¢i nevhodnym skladovanim. Velka fada kontaminujici mikroflory
ma pozitivni  dekarboxyldzovou aktivitu. Vyskyt BA zejména
U nefermentovanych potravin je zpravidla diky kontaminujici
mikroflofe, a proto mohou byt BA nékdy oznaCovany za indikatory
Cerstvosti potravin (viz. Nefermentované potraviny) (Komprda, 2004,
s. 53; Mayer, Fiechter, Fischer, 2010, s. 3252; Santos, 1996, s. 214).

Na zéklad¢ typu potravin v souvislosti s jejim technologickym procesem
vyroby je muizeme rozd¢lit na fermentované a nefermentované potraviny
(Bunkova et al., 2010, s. 881; Dadakova, Kiizek a Pelikanova, 2009, s. 366;
Innocente et al., 2007, s. 1285; Mayer, Fiechter, Fischer, 2010, s. 3252; Moreno-
Arribas a Polo, 2009, s. 341; Onal, 2007, s. 1476).

Nefermentované potraviny

Ptitomnost BA v nefermentovanych potravinach je zejména diky vyskytu
a pusobeni kontaminujici mikroflory. Vzhledem k tomuto faktu mohou byt BA
oznacovany jako ukazatel kaZeni potravin. Tento ukazatel je vyjadien jako BAI
(Biogenic Amines Index), ktery se pocita dle nésledujiciho vzorce (Bunkova
etal., 2010, s. 880; El-Zahar, El-Zager a Ramadan, 2014, s. 74; Fiechter, Sivec
a Mayer, 2013, s. 192; Hernandéz-Jover et al., 1996, s. 3098; Innocente et al.
2007, s. 1286; Li et al., 2014, s. 356):

histaminu + Cputrescinu + Ckadaverinu

C
BAI =
1+ Csperminu + Cspermidinu

kde: c...... koncentrace sledovaného BA [mg-kg™]

Na zaklad¢ hodnoty indexu BAI je mozné posoudit kvalitu sledovaného
masa. V piipadé hodnoty BAI mensi nez 5 mg-kg™ jde o kvalitni erstvé maso.
Hodnoty BAI v rozmezi 5 — 20 mg-kg™ je maso akceptovatelné kvality, v piipadg
hodnot 20 — 50 mg-kg™ maso nizké kvality a hodnoty piekracujici hranici
50 mg-kg?! maso nevyhovujici kvality, tedy maso zkazené (Hernandéz et al.,
1996, s. 3098)

Vyznamné vysS$i koncentrace BA u nefermentovanych potravin byly
detekovany zejména u ryb. Obsah BA v Cerstvém rybim mase je téméft
zanedbatelny, avSak s prodluzujici se dobou jeho skladovéani, ¢i pii kazeni
se obsah biogennich amint rapidné zvySuje a mize tak dosahovat hranic toxicity
(viz. kapitola 1.1.2 Toxikologické ti¢inky biogennich amintl). Vyssi koncentrace
BA (zejména histaminu) byly detekovany piedevsim u cCeledi Scombridae cili
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makreloviti. Z toho diivodu se intoxikace BA konzumaci masa této ¢eledi nazyva
skombrotoxikéza (t€Z zndma jako histamindza). Natizeni komise (ES)
€. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych kritériich pro
potraviny stanovuje hodnotu obsahu histaminu v produktech rybolovu z druht
ryb spojovanych s vysokym obsahem histidinu (zejména druhy ryb celedi
Scombridae,  Clupeidae,  Engraulidae,  Coryfenidae, = Pomatomidae,
Scombresosidae). U odebranych vzorkd nesmi obsah histaminu ptekrocit hranici
100 mg-kg?. Toto mnozstvi miize byt u 2 29 odebranych vzorkii prekrogeno
0 100 %, tedy obsah histaminu u dvou z deviti vzorkli jedné Sarze muze byt
200 mg-kg?. Tvorba a vyskyt histaminu v rybim mase je disledkem zejména
vyskytu vy$§iho mnozstvi aminokyseliny histidinu (prekurzor histaminu), ktery
je mimo jiné i soucasti bilkovinné slozky krevniho barviva. BA byly detekovany
1 u zeleniny, ovoce (napt. banany). V ostatnich nefermentovanych potravinach je
obsah BA zpravidla zanedbatelny v ptipad€, Ze neni pfitomna kontaminujici
mikroflora (Dang, Pesek a Matyska, 2013, s. 4227; Loizzo etal., 2013, s. 39;
Quereshi et al., 2013, s. 304; Santos, 1996, s. 213).

Fermentované potraviny

Z hlediska obsahu BA pfedstavuji fermentované potraviny pomérné
vyznamnéjSi skupinu potravin, nebot” jsou zde detekovany zna¢né koncentrace
biogennich amind. Jedna se o takoveé potraviny, u nichz byla v pribéhu
technologického procesu vyroby pouzita fermentace. Diky tomu mohou biogenni
aminy ve fermentovanych potravinach vznikat ptisobenim nejen zékysovych
kultur (pokud pomineme produkci BA ptisobenim kontaminujici mikroflory), ale
i nezékysovych mikroorganizmil. Rada téchto mikroorganizmi mtize vykazovat
znacnou dekarboxylazovou aktivitu (Buinkova et al., 2010, s. 881; El-Zahar,
El-Zager a Ramadan, 2014, s. 74; Innocente et al., 2007, s. 1286; Leuschner,
Kuriharaa Hammes, 1999, s. 1142; Spizzirri et al., 2013, s. 44). Proto je podstatné
vybirat kombinaci takovych startérovych mikroorganizmi, které nevykazuji
zadnou ¢i minimalni pozitivni dekarboxylazovou aktivitu. Z toho divodu jsou
rizikovou skupinou vzhledem kvyssimu obsahu BA zejména syry
a fermentované masné vyrobky. Vyznamné vyssi koncentrace biogennich amint
mohou byt detekovany 1 U fermentovanych néapoji (pfedevSim pivo a vino).
| kdyZ mnozstvi BA zde nemusi byt prilis velké, riziko intoxikace BA je zna¢n¢
vysoké. Tento jev mize byt dusledkem zpravidla rychlé konzumace pomérné
vys$S§itho mnozstvi fermentovanych népoja obsahujicich BA. DalSim rizikem
fermentovanych napoji je, ze pfitomny alkohol mize zvySovat ucinky
jednotlivych biogennich amini ¢i mlize inaktivovat detoxifika¢ni mechanizmus,
jenz Cloveéka piirozené chrani pred otravou biogennimi aminy (viz. kapitola
1.1.2 Toxikologické uc¢inky biogennich aminti) (Mayer, Fiechter, Fischer, 2010,
s. 3252; Quereshi et al., 2013, s. 304; Samkova, Dadakova a Pelikanova, 2013,
s. 310).
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Vysoké koncentrace biogennich amint byly detekovany i v syrech, protoze
syry predstavuji zpravidla optimalni prostiedi pro produkci BA. Diky kombinaci
nckolika faktorG ovliviyjici dekarboxylaci aminokyselin za vzniku BA miize
dochéazet k tvorbé vysokych, ¢i az toxickych koncentraci BA. Vyznamnym
faktorem je pfitomnost mikroorganizmi s dekarboxylazovou aktivitou.
Dekarboxylaéni aktivita byla zpozorovana u fady mikroorganizmi, které jsou
soucasti zakysovych kultur. Pfehled zakysovych kultur v riznych skupinach syra
je uveden v Priloze A. Mimo zakysové mikroorganizmy se Vv syrech mohou
vyskytovat 1 nezadkysové bakterie, u kterych byla taktéz detekovana schopnost
dekarboxylace aminokyselin za vzniku BA (Bunkova etal., 2010, s. 880;
Innocente et al., 2007, s. 1285; Calzada et al., 2013, s. 4817; El-Zahar, El-Zager
a Ramadan, 2014, s. 74; Loizzo etal., 2013, s. 39). Pritomnost nezakysovych
bakterii je do jisté miry u syra Zadouci, nebot’ se mohou zna¢n¢ podilet na fad¢
biochemickych reakci v pribéhu zrani syrt (viz. kapitola 1.2 Zrani ptirodnich
syru). Vlastnost mit pozitivni dekarboxylazovou aktivitu maji jednotlivi zastupci,
nikoliv cely kmen. Mezi bakterie s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou se fadi
napi. Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus. Druhym piedpokladem pro vznik
vysSich mnozstvi BA je delsi doba zrani syrt, nebot s jeho rostouci dobou
zpravidla rostou 1 koncentrace BA. Ttetim predpokladem je mikrobidlni Cistota
vstupni suroviny, tedy mléka. V ptipadé vyroby syrli z tepeln€ neoSetfencho,
t]. syrového mléka, je riziko vyssi tvorby BA zpisobeno pomoci bakterii
mlééného kvaSeni ¢i kontaminujici mikroflory s pozitivni dekarboxylacni
aktivitou, zejména pomoci bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae. Snizeni rizika
vzniku BA, které jsou tvofeny pomoci kontaminujici mikroflory v syrech, by bylo
mozné piedejit napt. vhodnou hygienou pii technologickém procesu vyroby syrt,
zafazenim alespon Setrné pasterace mléka pii technologii vyroby syra (pfi teploté
72 — 75 °C po dobu 15 — 20 sekund). Tyto postupy mohou minimalizovat vyskyt
kontaminujicich ~ bakterii  (zni€eni zejména  vétSiny  saprofytickych
mikroorganizml pii zachovani aktivity laktoperoxidazy a pokud mozno
co nejmensi denaturace syrovatkovych bilkovin) (Quereshi et al., 2013, s. 304;
Samkova, Dadakova a Pelikanova, 2013, s. 310; Spizzirri et al., 2013, s. 44).

Vyskyt konkrétnich biogennich amini v pfirodnich syrech se miize liSit
v zavislostt na pouzité mikroflofe (at uz zakysovych ¢&i nezakysovych
mikroorganizmi s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou). Mezi velmi casto
vyskytujici se BA v pfirodnich syrech byly detekovany zejména histamin,
tyramin, putrescin a kadaverin (Bunkova et al., 2009, s. 535; 2013, s. 549; Calzada
etal., 2013, s. 4817; Schirone et al., 2013, s. 138).

1.2 Zrani prirodnich syru

V piirodnich  syrech dochazi v pribéhu zrani ktadé vyznamnych
biochemickych reakci, které maji za nasledek vyvoj typické textury, aroma i chuti
ptirodnich syri. Mezi takové vyznamné biochemické reakce u pfirodnich syrt
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se fadi zejména pfeména disacharidu laktézy za vzniku kyseliny mlééné a jeji
nasledny rozklad, hydrolyza bilkovin az na aminokyseliny, které¢ dale reaguji
za vzniku fady vyznamnych senzoricky aktivnich latek, ¢i v mensi mife
pro ptirodni syry lipolyza s naslednou reakci vzniklych mastnych kyselin.
Na téchto vyznamnych biochemickych procesech se muze podilet nejen ziva
mikroflora, ale také neziva mikroflora. Lyzi téchto bun¢k dochazi k uvoliiovani
enzymu do okoli, které se rovnéz podili na fadé biochemickych reakci (Calzada
etal., 2013, s. 4817; El-Zahar, EI-Zager a Ramadan, 2014, s. 74; Fox et al., 1998,
s. 384; 2000, s. 524; 2004, s. 421; Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842;
Schirone et al., 2013, s. 138).

1.2.1 Metabolizmus lakt6zy a reakce kyseliny mlécné

Laktéza (disacharid sloZzeny z galaktézy a glukdzy, které jsou spojeny 1 — 4
glykozidickou vazbou) je nejvice zastoupenym sacharidem obsazenym v mléce.

Prevazna Cast laktozy odchazi do syrovatky béhem vyroby syri. Zbyla ¢ast
laktozy je ve vétsi mife rozlozena jiz béhem prvnich 24 hodin od pocatku vyroby
syrd, u polotvrdych a tvrdych ptirodnich syrit dochazi k iiplnému rozkladu laktozy
béhem prvnich dnll zrani (Fox et al., 2000, s. 487). U pfirodnich syrii dochazi
k homofermentativnimu rozkladu laktézy zejména pomoci bakterii mlécného
kvaSeni (BMK) (ptfedevSim bakterie Lactococcus spp., Leuconostoc spp.,
Lactobacillus spp., Streptococcus spp., které ji vyuzivaji jako zdroj energie pro
jejich rlst a mnozeni). BMK mohou metabolizovat laktozu ttemi zplisoby, ktere
Jsou zavislé na jejim zptsobu transportu (Obr. 9 —11).

O /O_
HO/O 0 .-“\OH §P\\ O \‘\OH
., »
HO™ 7 OH HO” " "OH
OH OH
glukdza glukdza -6-fosfat
O N7
P .
/"0

Emden-Meyerhofova draha <—— , ¢_on

glyceraldehyd-3-fosfat

Obr. 9: Reakce glukozy pres glukoza-6-fosfat na glyceraldehyd-3-fosfat (upraveno podle
Grossiord et al., 1998, s. 79).
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V piipad¢ utilizace laktézy dvéma drahami vznikd souc€asné i glukoza, ktera
je pomoci glukokinazy preménéna na glukdza-6-fosfat (Obr. 9). Glukdza
nasledn¢ vstupuje do Emden-Meyerhofovy drahy (Obr. 12). Tieti moZznost
utilizace lakt6zy probihd za ptitomnosti laktdza-galaktohydrolazy. Diky ptidavku
vody vznika D-glukopyranoza a -D-galaktoza.

Prvni  moznosti utilizace laktozy tedy mulze probihat pomoci
fosfotransferazového systému zavislého na fosfoenolpyruvatu (PEP-PTS) —
tagatdza-6-fosfat draha (vyuzivaji naptiklad bakterie rodu Lactococcus) (Obr. 9).
Tagatoza-6-fosfat dréha je zaloZzena na fosforylaci laktézy, kde kone¢nym
produktem je tagatdza-1,6-bisfosfat, jenz je rozkladan na glyceraldehyd-3-fosfat
(Obr. 10) vstupujici do Emden-Meyerhofovy drahy (Fox et al., 2000, s. 549; 2004,
s. 574; McSweeney a Sousa, 2004, s. 294; Roginski, Fuguay a McSweeney, 2002,
s. 842).

Permeazovy systém neboli Leloirova draha (Obr. 11), probihd pomoci
3 enzymii (galaktokinaza, galaktoza-1-fostat uridyltransferdza a UDP-galaktoza-
4-empiraza kodované v genu gal, identifikovany napf. u Leuconostoc lactis,
Lactobacillus helveticus Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus casei,
Streptococcus thermophilus, aj.). Leloirova draha predstavuje hlavni cestu
pro vyuziti galaktézy pii nizkych koncentracich extracelularnich sacharidu.
Vznikl4 glukoza-1-fostat pti této draze miize byt nasledné pfeménéna na glukoza-
6-fosfat, ktery dale vstupuje do Emden-Meyerhofovy drahy (Obr. 12) (Fox et al.
1993, s. 354; 2000, s. 489; 2004, s. 347; McSweeney a Sousa, 2000, s. 294,
Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842).

Principem Emden-Meyerhofovy drahy (Obr. 12) je postupna fosforylace
glukozy. Tato fosforylace probiha diky plsobeni enzymii hexokinazy
a fosfoglukozaizomerazy. Kone¢nym produktem Emden-Meyerhofovy drahy
je pyruvat, ktery je dale redukovan pomoci bakterii mlééného kvaseni na laktat
vlivem laktat dehydrogenazy. V disledku vzniku laktatu dochazi v prvnich dnech
k poklesu pH syrt. PtiliSné okyseleni syra miiZze negativné ovliviiovat rist nejen
kontaminujici mikrofléry, ale také mikroorganizmd, jejichz enzymy by se mohly
podilet na dalSich biochemickych procesech v prubéhu zrani (Fox et al., 2000, s.
489; 2004, s. 347 McSweeney, 2004, s. 128).

Naslednou reakci kyseliny mlééné dochazi k nartistu pH syri a vzniku dalSich
senzoricky aktivnich latek. Pomoci nezakysovych bakterii mlééného kvaSeni
C¢i zékysovymi bakteriemi rodu Lactobacillus mutze dochazet k racemizaci
(D-laktat, L-laktat, ¢i jejich racemicka smés). Bakterie mlécného kvaseni mohou
pfeméiovat laktat na formiat, acetat, etanol a oxid uhli¢ity. Acetat se vyznamn¢
podili na tvorbé aromatu mnoha syra.
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Obr. 10: Tagatoza-6-fosfat draha utilizace laktozy (upraveno podle Grossiord et al.,
1998, s. 79).
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Obr. 11: Leloirova draha utilizace laktozy (upraveno podle Grossiord et al., 1998, s. 79).

Vznikajici oxid uhliCity v pribéhu metabolizmu laktézy pomoci bakterii
mlécného kvaSeni ma za nésledek tvorbu syrovych ok. Oxid uhli¢ity v§ak miize
vznikat 1 béhem metabolizmu citratu (viz. nize). U syr holandského typu je vznik
syrovych ok (typicky 3-5 ok o velikosti hrasku v nakroji). Tvorba mensich ok
muze byt diisledkem mensiho mnoZstvi laktozy €1 zrani pii niz$ich teplotach, nez
je pro dany druh syra charakteristicky (Fox et al., 1998, s. 342; 2000, s. 387; 2004,
s. 521; Grossiord et al., 1998, s. 78; McSweeney a Sousa, 2000, s. 294; Roginski,
Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842).
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Obr. 12: Emden-Meyerhofova drdaha (upraveno podle McSweeney a Sousa, 2000,
s. 294).
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1.2.2 Metabolizmus citratu

MIéko obsahuje ptiblizn¢ 1600 — 1800 mg citratu na 1 1 mléka, pficemz ~ 94 %
veskerého citratu prechazi do syrovatky (v rozpustné formée), zbyly citrat zistava
v syfeniné ve form¢ koloidniho citratu (Fox, 1993, s. 478; McSweeney a Sousa,
2000, s. 294).
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Obr. 13: Metabolizmus citratu (upraveno podle McSweeney, 2004, s. 128).
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Metabolizmus citratu mize byt vyznamnym prekurzorem pro vznik senzoricky
aktivnich latek produkovanych mezofilni zékysovou kulturou. Citrat mize byt
metabolizovan spole¢né se zkvasitelnymi cukry piisobenim citrat-pozitivnich
laktokokt (napft. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis) (Obr. 13).

Pro syry holandské typu je vyznamnou senzoricky aktivni latkou diacetyl a jeho
nasledné rozkladné produkty (acetoin a 2,3-butandiol), v menSim mnoZzstvi
je tvofen i oxid uhli¢ity (Alewijn, 2006, s. 102; Bylund, 2003, s. 324; Fox et al.,
2000, s. 612; McSweeney a Sousa, 2000, s. 294).

1.2.3 Proteolyza a metabolizmus aminokyselin

Proteolyza je katalyzovana enzymy, které mohou pochazet z rliznych zdroja,
avSak pro pfirodni syry jsou vyznamné enzymy pochazejici z koagulacniho
Cinidla, enzymy mléka a enzymy pfitomnych bakterii mléného kvaseni
(zdkysové a nezakysové). V nékterych piipadech mohou byt pii vyrobé syra
pfidavany proteinazy, které¢ maji za kol urychleni zrani syrti. Enzymy tcastnici
se proteolyzy proteinii mohou byt rozdéleny na:

a) enzymy z koagula¢niho cinidla (enzymy sytidla) — pro piirodni syry
zejména chymozin, jehoz ukolem je specificka hydrolyza peptidové vazby
aminokyselin Phejgs-Metios stabilizujicich protein (k-kasein) v prubéhu
syfeni mlé¢ka. Enzymy syfidla ve velké mite pfechazi do syrovatky, avSak
priblizné¢ 6 % zustava v syfeniné. Chymozin dale Stépi p-kasein
na 7 mistech, pfiemz vétSina z nich se nachéazi v blizkosti hydrofobniho
terminalniho uhliku B-kaseinu a §tépi napt. Leuigz-Tyri93 za vzniku kratkych
hydrofobnich peptidii majici hotkou chut. Primdrnim mistem pusobeni
chymozinu na og-kasein (0s-CN) je Pheys-Pheys, dale Leuigi-LySioz. Oso-
kasein je odolngjsi viic¢i plisobeni chymozinu, a tak je hydrolyza omezena
na hydrofobni oblasti molekuly (sekvence 90 — 120 a 160 — 207) (Alewijn,
2006, s. 95; Grossiord et al., 1998, s. 78; McSweeney, 2004, s. 128;
Pachlova et al., 2011, s. 102);

b) enzymy mléka — plazmin a mozné proteindzy somatickych bunék
(proteinazy z leukocytl somatickych buné€k, napt. katepsin B, D a elastazy).
Plazmin je slozity komplex, ktery se sklada z aktivniho enzymu plazminu a
jeho zymogenu plazminogenu, aktivatoru plazminogenu a inhibitora
plazminu. Plazmin, plazminogen 1 aktivator plazminogenu jsou spojeny
s kaseinovymi micelami, zatimco inhibitory plazminu a inhibitory
aktivatori plazminogenu jsou pfitomné v séru, a tak odchdzi v syrovatce.
Na aktivaci plazminogenu se mohou podilet 1 enzymy somatickych bun¢k.
Specificnost plazminu je omezena na peptidové vazby typu Lys-X, v mensi
mife na Arg-X, pfi¢emz jsou kaseiny hydrolyzovany v potadi B-kasein =
asp-kasein > agi-kasein (kde X oznacuje jakoukoli dalsi aminokyselinu).
k-kaseinové vazby jsou pravdépodobné odolné vici plisobeni plazminu.
B-kasein je plazminem $tépen na tfech mistech (Lyszs-LYS29, LYS105-HiS106
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a Lysi07-Gluieg) (Grossiord et al., 1998, s. 78; McSweeney a Sousa, 2000,
s. 295);

enzymy BMK - bakterie mlécného kvaseni maji Siroky protedzovy systém
za vzniku aminokyselin, které jsou nezbytné pro jejich rist. Tyto bakterie
maji proteazy v obalovych vrstvach bun¢k (PrtP, laktocepin), nékolik
intracelularnich oligoendopeptidaz (PepO a PepF), a nejméné 3 hlavni
aminopeptidazy (PepN, PepC a PepG), glutamyl aminopeptidaza PepA,
pyrolidin karboxylylpeptidazu (PCP), leucyl aminopeptiddzu (PepL),
prolyl-dipeptidyl aminopeptidazu (PepX), prolyl iminopepidazu (Pepl),
aminopeptiddzu P(PepP), prolindzu (PepR), prolidazu (PepQ), hlavni
dipeptidazu (PepV) a hlavni tripeptidazu (PepT). Enzym PrtP piispiva
k tvorbé malych peptidi z as1-kaseinu ¢i B-kaseinu, zatimco intracelularni
enzymy bunék BMK aminopeptidazy, dipeptiddzy a tripeptidazy jsou
po rozpadu a uvolnéni bun¢k zodpovédné za vznik volnych aminokyselin
(Obr. 14) (Grossiord et al., 1998, s. 78; McSweeney a Sousa, 2000, 295).
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Obr. 14: Hydrolyza kaseinii a jejich derivatii peptidii pomoci enzymii bakterii rodu

Lactococcus (upraveno podle McSweeney, 2004).

kde: a) hydrolyza kaseinli pomoci proteindzy PrtP bakteriemi rodu Lactococcus;
b) degradace moznych tetrapeptidi kombinovanym plisobenim proteinaz a
peptidaz laktokokl (PepO — oligoendopeptidaza; Pepl — prolyl iminopeptidéza;
PCP — pyrrolidon karboxylyl peptidaza; PepN, PepC a PepG — hlavni
aminopeptidazy; PepL — leucyl aminopeptiddza; PepA: glutamyl
aminopeptidaza; PepX — X-prolyl-dipeptidyl aminopeptiddza; PepR -
prolinaza; PepQ — prolidaza; PepV — dipeptidaza; PepT — tripeptidaza.

d) Enzymy sekundarnich kultur - (Propionibacterium freudenreichii

ve Svycarskych typech syra, Penicillium roqueforti v syrech s plisni v téste,
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Penicillium camemberti u syrd s plisni na povrchu, a skupina gram-
pozitivnich bakterii syrt zrajicich pod mazem — rody Brevibacterium,
Arthrobacter, aj.). Brevibacterium linens produkuje extracelularni
proteindzy a aminopeptidazy a fadu intracelularnich enzymt (Grossiord
etal.,, 1998, s. 78; McSweeney a Sousa, 2000, 294). K sekundarnim
kulturam se ftadi i1 nezadkysové bakteriec (napi. Lactobacillus spp.,
aj. Williamsa a Banksa (1997, s. 763) se ve své studii zabyvali
proteolytickou a hydrolytickou aktivitou enzymii nezakysovych bakterii,
kter¢ byly izolovany =ze syra cCedar. NejcastéjSimi izolovanymi
mikroorganizmy byl zejména Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
a Lactobacillus plantarum. Celkem bylo izolovano 34 proteolytickych,
5 hydrolaz a 5 esterolytickych enzymi. Tyto enzymy jsou zodpovédné
Vv priibéhu zrani za typickou viini.

Vznikl¢ aminokyseliny mohou dale reagovat za vzniku vyznamnych
senzoricky aktivnich latek (Obr. 15).
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Obr. 15: Obecny reakcni mechanizmus aminokyselin (upraveno podle Fox et al., 2000,
s. 73).
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Jednou z vyznamnych reakci v syrech béhem zrani je deaminace AMK
(odstépeni aminoskupiny) za vzniku a-ketokyselin. Dalsi reakci AMK
a a-ketokyselin vznikaji aldehydy a ptislusné kyseliny dle Streckerovy degradace
(napf. vznik isobutanalu z leucinu a izoleucinu, methionalu z valinu, 3-
metylbutanalu z methioninu, aj.). Vznikajici aldehydy se v syrech nehromadi,
nebot’ jsou pomérné rychle preménény na alkoholy nebo na odpovidajici
kyseliny. Neméné¢ vyznamnou reakci AMK je jejich degradace (zejména
metioninu) za vzniku sirnych slouc¢enin (methionalu a metanthiolu). Degradace
AMK je specifickd naptf. usyrt splisni ¢i syri zrajicich pod mazem (diky
enzymatické cCinnosti zejména sekundarnich kultur). Vzniklé thioaldehydy
a alkoholy mohou v téchto syrech v pribéhu zrani dale reagovat za vzniku
metylthioestert (Fox et al., 2000, s. 75, 2004, s. 185; McSweeney a Sousa, 2000,
s. 294; Yvon a Rijnen, 2001, s. 186).

Dekarboxylace AMK za vzniku BA je jedna z nejvyznamnéjsich reakcei, nebot’
vysoké koncentrace BA mohou negativné ovliviiovat konzumentovo zdravi.
Preména AMK na BA probiha plsobenim dekarboxylacnich enzymu
mikroorganizmu. Diky probihajici proteolyze vznikaji volné aminokyseliny, ¢imz
je splnén jeden ze dvou piimych faktori majici vliv na vznik BA (viz. 1.1.1. Vznik
biogennich amini) (BioCyc Database Collection, 2016; Bunkova et al., 2009, s.
534; 2011, s. 113; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al., 2013, s.
39; Pachlova et al., 2016, s. 2; Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 841).

1.2.4 Lipolyza a metabolizmus mastnych kyselin

Lipolyza neni u vétSiny ptirodnich syri zddouci ve velké mife (napt. u syrt
holandského typu), nebot’ vysoké koncentrace mastnych kyselin by mohly vést
ke Zluknuti. Pfiblizné 3,5 — 4,5 % (w/w) lipidt je obsazeno v kravském mléce,
piicemz 97 — 98 % z téchto lipida tvoii triacylglyceroly. V prabéhu lipolyzy jsou
Z téchto triacylglycerolii uvoliiovany vysoké koncentrace kratkych az stfedné
dlouhych fetézch mastnych kyselin (zeyména mastné kyseliny majici sudy pocet
uhlikt o rozsahu C4 — Cyg), ¢imZ se pfimo podili na senzorické jakosti syra (FOX
et al., 2000; Fox & McSweeney, 1998; McSweeney, 2004).

Lipolyza je rozsahla zejména v tvrdych syrech italského typu, syrech s modrou
plisni ¢i v syrech zrajicich pod mazem (Fox et al., 2000, s. 75, 2004, s. 185;
McSweeney a Sousa, 2000, s. 294; Yvon a Rijnen, 2001, s. 187).

Enzymy (lipdzy) se mohou v syrech vyskytovat z nékolika zdroji (lipazy
mléka, lipazy syfidlovych past — zejména u syfidlovych past pouzivanych
pro vyrobu nékterych druht italskych syrt, lipazy zakysovych a nezékysovych
bakterii, ptidavek exogennich lipaz, ¢i lipazy sekundarnich kultur). Mezi lipazy
mléka patii napt. lipoprotein lipaza, avSak jeho ¢innost je sniZena pasteraci.
Lipoprotein lipaza (LPL) se ucastni rozkladu triacylglycerold, ale tukové kulicky
v mléce jsou vici uCinkim LPL chranény diky membrané obsahujici inhibitory
LPL. Kromé¢ inhibitord LPL nedochéazi v samotném mléce k rozsahlé lipolyze,
protoze 90 % LPL je vazano s kaseinovymi micelami. LPL se podili na hydrolyze
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triacylglycerolt se sttedné dlouhym fetézcem, a to Cs — Cy, (Fox et al., 2000, s. 75,
2004, s. 185; McSweeney a Sousa, 2000, s. 294; Yvon a Rijnen, 2001, s. 187).

Lipazy zékysovych bakterii (zejména bakterie rodu Lactococcus) jsou slabé
lipolytické, ale bylo zjisténo, ze zejména pii delsi dob¢ zrani syrt (jsou-li
pfitomny ve vysSich poctech) jsou zodpovédné za uvolnovani mastnych kyselin
Z triacylglycerolii. U syrt Svycarského typu piispivaji k lipolyze 1 bakterie rodu
Propionibacterium. K lipolyze do zna¢né miry ptispivaji i bakterie sekundarnich
kultur ¢i kvasinky, které se vyuzivaji v technologii vyroby nékterych druhii syri
(syry splisni, syry zrajici pod mazem, aj.), napi. Brevibacterium linens,
Geotrichum candidum (Fox 1993, s. 124, 2004, s. 185; McSweeney a Sousa,
2000, s. 294; Yvon a Rijnen, 2001, s. 187).

1.3 Mikroorganizmy produkujici biogenni aminy ve
vybranych skupinach prirodnich syri

Dle vyhlasky Ministerstva zeméd¢€lstvi 397/2016 Sb., v platném znéni, jsou
ptirodni syry déleny dle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté hmot¢
syra (VVTPH) na extra tvrdé (méné nez 47,0 % VVTPH), tvrdé (47,0 — 54,9 %
VVTPH), polotvrdé (55,0 — 61,9 % VVTPH), polomekké (62,0 — 68,0 % VVTPH)
a mekké syry (vice nez 68,0 % VVTPH). Obsah vody v tukuprosté hmot¢ syra
se stanovi dle nasledujiciho vzorce:

g vody
% VVTPH = 100 — g tuku X 100

Dalsi moznosti déleni ptirodnich syrii dle vyhlaSky Ministerstva zemédélstvi
397/2016 Sbh., v platném znéni, je dle obsahu tuku v susin¢ (TVS) nasyry
vysokotu¢né (vice nez 60,0 % TVS), plnotucne (45,0 — 59,9 % TVS), polotu¢né
(25,0 — 44,9 % TVYS), nizkotu¢né (10,0 — 24,9 % TVS) a odtué¢néné syry (méné
nez 10,0 %). Obsah tuku v susiné syra se vypocita dle rovnice:

%TVS = g vody x 100
100 — g tuku

Nedilnou soucésti technologie vyroby syri je vyuziti zakysovych bakterii
(v oblasti mlékarenstvi nazyvané také ,Cisté mlékaiské kultury). Tyto bakterie
jsou zodpovédné za fadu biochemickych pfemén v pribéhu zrani syrti, béhem
kterych dochazi k tvorbé tfady senzoricky aktivnich latek. Kromé zakysovych
bakterii mohou mikrofloru syra tvofit i nezakysové bakterie, a tak je jejich
pritomnost do jisté miry Zadouci. Pfehled jednotlivych skupin a podskupin syrii
spolu s jejich nejCastéji pouzivanymi zakysovymi kulturami pii vyrobé syru
je uveden v Piiloze A (Fox et al., 2000, s. 347; 2004, s. 142).
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Pro polotvrdé az tvrdé syry (Gouda, Edam, aj.) jsou bakterie rodu Lactococcus
velmi Casto vyuzivany jako soucast zakysovych kultur pii jejich vyrobg.
Burdychova a Komprda (2007, s. 150) se ve své publikaci zabyvali sledovanim
dekarboxylazové aktivity u syrt holandského typu vyrobenych za pouziti dvou
rozdilnych zékysovych kultur. Dekarboxyldzova aktivita u mikroorganizmi byla
zkoumdna pomoci PCR analyzy, kterd byla zaméfena na detekci specifické
sekvence DNA kodujici histidin-dekarboxyldza (schopnost produkce histaminu)
a tyramin-dekarboxyldza enzymy (schopnost produkce tyraminu). Tyto vysledky
byly porovnavany s koncentracemi sledovanych biogennich amint, které byly
ziskany pomoci HPLC. U vzorkil syr vyrobenych ze zakysové kultury (sloZzena
z mikroorganizmu Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis, Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
helveticus) bylo izolovano 14 kment s tyramin-dekarboxylaza enzymem. Pomoci
HPLC analyzy zde byla zjiSténa pétkrat vyssi koncentrace tyraminu ve srovnani
se vzorky syri vyrobenych za pouziti druhé zakysové kultury (slozena
z mikroorganizmu Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp.
lactis). Soucasn¢ byla pfi vyzkumu pouzita i metoda PCR. Byla zjisténa
pritomnost tyrDC a hDC. Potvrdilo se, ze je zde 100 % identita se sekvencemi
Lactobacillus 30a ATCC 33222 pro histidin-dekarboxylazu a Enterococcus
faecalis CNRZ 238 pro tyrosin-dekarboxylazu (Burdychova a Komprda, 2007,
s. 151).

Schopnosti produkovat biogenni aminy (tyramin, histamin, fenylethylamin
a tryptamin) vybranymi bakteriemi rodu Lactococcus v polotvrdych italskych
syrech se zabyval i Genovese et al. (2013, 1074-1076). Dekarboxylazova aktivita
byla sledovana u tii kment Lactococcus lactis subsp. lactis. Vsechny sledované
kmeny Dbyly oznafeny jako mikroorganizmy s negativni fenyletylamin-
a tryptamin-dekarboxylazovou aktivitou, nebot' po celou dobu experimentu
nebyly tyto BA detekovany. Schopnost produkce histaminu dekarboxylaci
histidinu byla zjisténa u dvou kment Lactococcus lactis subsp. cremoris.
U jednoho kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris byla také zpozorovana
zna¢nad pozitivni tyramin-dekarboxylazova aktivita v porovnani s ostatnimi
kmeny. Dle Ladero et al. (2012, s. 310) byly ozna¢eny kmeny Lactococcus lactis
subsp. lactis (celkem 5 kmenti) a kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris
(celkem 4 kmeny) s pozitivni putrescin-dekarboxylazovou aktivitou.

Burdychova & Komprda (2007, s. 151) uvedli, Ze produkce histaminu v syrech
holandského typu béhem jejich studie byla disledkem pisobeni bakterii rodu
Lactobacillus (Lactobacillus curvatus a Lactobacillus lactis), které jsou mnoha
autory oznacovany jako nezakysové bakterie syrt holandského typu (Fox et al.,
2000, s. 142; Frohlich-Wyder et al., 2013, s. 123). U bakterii rodu Lactobacillus
(2 kmeny Lactobacillus brevis a 2 kmeny Lactobacillus curvatus), které se fadi
mezi nezakysové bakterie syru holandského typu, byla rovnéZ popsdna schopnost
dekarboxylace argininu za vzniku putrescinu (Ladero et al., 2012, s. 310).
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U téchto vybranych kmena byla rovnéz prokdzana pomoci metody PCR
pritomnost tyramin-dekarboxylaza genu pro tvorbu vysokych koncentraci
tyraminu (Ladero et al., 2010, s. 933). Obdobné vysledky byly publikovany
Bunkovou et al. (2010, s. 883). V této studii byla sledovana dekarboxylazova
aktivita mikroorganizmd, které byly izolovany ze syra Eidam. Jako producenti
tyraminu byly popsany 3 kmeny Lactobacillus curvatus, 2 kmeny Lactobacillus
casei a 1 kmen Lactobacillus plantarum. Mezi vyznamné producenty putrescinu
byly identifikovany 3 kmeny Lactobacillus curvatus.

Na druhou stranu, bakterie rodu Lactobacillus mohou byt u syrt svycarského
typu vyuzivany jako zakysové bakterie. Dekarboxylazovou aktivitou 2 kmeni
Lactobacillus parabuchneri v syrech Svycarského typu Se zabyval Frohlich-
Wyder et al. (2013, s. 122-126). Nakonci doby experimentu bylo zjisténo,
ze vzorky inokulované jednim kmenem Lactobacillus parabuchneri obsahovaly
V porovnani s ostatnimi vzorky syri vyznamné koncentrace histaminu.
Koncentrace histaminu po 90 dnech zrani vzorkti dosahovala hodnoty
az 300 mg-kg™. Soucasti zdkysovych mikroorganizmi syri Svycarského typu
byva 1 Streptococcus thermophilus. Kromé téchto druhti syr je soucasti
I zakysové kultury u extra tvrdych a tvrdych syrt (napf. Parmagiano Reggiano,
dekarboxylazy u fady bakterii Streptococcus thermophilus, napiiklad u kmene
Streptococcus thermophilus PRI60 (Gardini et al., 2012, s. 73-75).
Jako dekarboxylaza negativni kmeny byly v této studii oznaleny zakysové
bakterie syri Svycarského typu Streptococcus thermophilus a Lactobacillus
helveticus. Béhem 45-ti dnti zrani syru inokulovanych sledovanym kmenem
Streptococcus thermophilus byla zpozorovana zna¢na produkce histaminu, kde se
jeho koncentrace blizily k hranici 200 mg-kg™ (Gardini et al., 2012, s. 73-75).
Tyramin-dekarboxylazova aktivita byla rovnéz potvrzena 1 u bakterii
Lactobacillus brevis ¢i Lactobacillus curvatus. Ladero et al. (2010, s. 934) uvedli,
Ze tyto kmeny produkovaly tyramin aZ v koncentracich 600 mg-kg™ v syrech typu
Cabrales (syr S plisni v téste).

Biogenni aminy mohou byt produkovany 1 bakteriemi, které mohou byt
1zolovany z jinych potravin, napt. masa, zeleniny, ndpoju, aj. Lazaro et al. (2015,
S. 15-20) se zabyval souvislosti vzniku biogennich amint a celkového poctu
mezofilnich bakterii a bakterii rodu Enterobacteriaceae v pribéhu skladovani
riznych druhii driibeziho masa. Mezi nejvice produkovanymi biogennimi aminy
byl tyramin, putrescin a kadaverin. Zatim co u jinych druhii mas byly pocty
bakterii kolisavé a hodnoty biogennich aminti, u kachniho masa byl zpozorovan
rust celkového poctu mezofilnich mikroorganizmfi, a 1 bakterii rodu
Enterobacteriaceae (rapidni nartst v prvni poloviné skladovani, a to 1. — 9. den).
Stejny rostouci trend byl zaznamenan u koncentrace biogenniho aminu
putrescinu. Jiz 9. den piesahovaly jeho koncentrace hranici 7 mg-kg? (Léazaro
etal.,, 2015, s. 19). Bakterie mlécného kvaseni se mohou vyskytovat
I ve fermentované  zelenin€. Studii vzniku tyraminu pomoci BMK
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ve fermentované zelenin¢ kimchi provedli Kim a Kim (2014, s. 406). Az 230
1zolatl bylo ziskdno z této fermentované zeleniny, ale pomoci PCR bylo zjisténo,
ze pouze 14 kment s izolovanych 230 dekarboxyluje tyrosin v podminkach in
vitro. U téchto 14 kment byl nalezen tyr-DC, z toho jen u 3 kmend bakterii
mlééného kvaseni (6 kmenti Lactobacillus brevis, 4 kmeny Lactobacillus
curvatus, 2 kmeny Leuconostoc mesenteroides a dva kmeny Staphylococcus
hominis) (Kim a Kim, 2014, s. 407-413).
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2. CILE PRACE

Cilem dizertacni prace bylo sledovani dekarboxylazové aktivity vybranych
kment mikroorganizmil v redlném systému modelovych vzorkl syrti. Pomoci
HPLC byl sledovan vznik a konecné koncentrace osmi biogennich amint
(tryptaminu, fenylethylamin, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu,
spermidinu a sperminu) v prib&hu zrani ptirodnich syrt. Pro dosazeni zakladniho
cile dizerta¢ni prace bylo vhodné naplnit nasledujici diléi cile:

provedeni monitoringu obsahu biogennich amini u tvarohti Vv riznych
fazich vyrobniho procesu;

zjisténi schopnosti produkce biogennich amind ziskanymi mikroorganizmy,
které byly izolovany z ptirodnich syri;

na zakladné¢ predchozich dil¢ich cili selektovat produkéni kmeny
mikroorganizmd, a to jak zakysovych, tak nezakysovych bakterii mlé¢né¢ho
kvasSeni,

vyroba modelovych vzorkil ptirodnich syrii s ptfidavkem zakysovych
bakterii s dekarboxyldza pozitivni aktivitou a sledovani vyvoje koncentrace
biogennich aminll v priibéhu zrani syri;

vyroba laboratornich vzorkli syri holandského typu s ptidavkem
nezakysovych bakterii s dekarboxylaza pozitivni aktivitou a sledovani
vyvoje koncentrace biogennich amini v prib&hu zrani syri;

studovani  vyvoje dalSich parametri. modelovych vzorkd syra
s dekarboxyldza pozitivnimi kmeny ve srovnani s kontrolnimi vzorky syrt
(syry bez pridavku sledovaného dekarboxylaza pozitivniho kmene),
a to texturni profilova analyza, mikrobiologicka analyza, pH a parametry
zakladni senzorické analyzy (suSina, obsah NaCl);

vyhodnoceni vysledkil a formulovani zavéra.
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Dizerta¢ni prace byla rozd€lena na 4 experimenty, které byly navrzeny pro
naplnéni dil¢ich cild (viz. kapitola 2. Cile prace). Rozdéleni a cile téchto
experimentll znazornuje Obr. 16.

1. experiment

-fazové vzorky tvarohi — BA

-posouzeni  dekarboxvlazové  aktivity
vyizolovanych MO a 2 sbhirkovych
kmenn Lactococecus lactis subsp. cremoris

Y

L

2. experiment

3. experiment

-sledovani  dekarboxvlazové  aktivity || -sledovani  dekarboxvlazové  aktivity
2  zakysovych  bakterii v redlném || 4 nezakysovych bakterii v realném
systému sira systému syra

- Lactococeus  lactis  subsp.  eremoris || - Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
CCDM 824 DEPE T3,

- Lactococeus  lactis  subsp.  cremoris || - Lactebacillus curvatus subsp. curvatus
CCDM 946 DEPE T36

- Lactabacillus paracasei DEPE T52
- Lactabacillus paracasei DEPE T51

Obr. 16: Rozdéleni dizertacni prace, Popis jednotlivych experimentii a jejich cilii.

w r

3.1 Popis experimentalni ¢asti

3.1.1 Prvni experiment

Cilem prvniho experimentu bylo sledovat vyvoj obsahu biogennich amind
u tvarohti. Vzorky tvaroht byly odebirany v riznych fazich technologie vyroby
a skladovani.  Nasledné¢ byla sledovana  dekarboxyldzovd  aktivita
U mikroorganizmi, které byly ztéchto vzorkli izolovany. Samotnd izolace
a identifikace mikroorganizmii vSak nebyla pfedmétem této prace. Izolované
mikroorganizmy byly dodany spolupracujicim pracovistém. Krom¢ izolata byly
pro testovani dekarboxyldzové aktivity pouzity 1 2 sbirkové izolaty, které se béZzné
vyskytuji v pfirodnich syrech.

Pro analyzu obsahu biogennich amint byly ziskany nasledujici vzorky z rlizné
faze technologie vyroby tvarohli: syrové mléko, pasterované odstfedéné mléko
(odbér za pasterem), pasterované mléko ve standardizacnim tanku, mléko pired
prokysanim, tvarohovina pfed krajenim, tvarohové zrno, tvaroh jemny
ve spotiebitelském obalu (po 1. a 25. dnu skladovéni). V jednom vyrobnim dnu
byly odebrany vzorky ze dvou paralelnich vyrob (oznaceni A a B) (Tabulka 2).
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Od spolupracujiciho pracovisté bylo ziskano celkem 79 izolovanych kment
zZ tvarohtli u kterych byla nasledné posuzovana schopnost produkovat biogenni
aminy. Pro posouzeni dekarboxylazové aktivity byly rovnéz vybrany i 2 sbirkové
izolaty (Sbirka mlékatrskych mikroorganizmi Laktoflora, CCDM) (bakterie
Lactococcus lactis subsp. cremoris), které se bézné vyuzivaji jako zakysové
bakterie pfi technologii vyroby pfirodnich syri. Dekarboxylazova aktivita byla
posuzovana na zaklad¢ jejich kultivace v modifikovanych bujonech, které
predstavovaly optimalni podminky pro rist mikroorganizmti, a podpoftily
tak jejich schopnost produkovat biogenni aminy.

Tabulka 2 Kédovani vzorkt odebrané v prib&hu vyroby a skladovani tvarohti

oznaceni  charakteristika vzorku

vzorku

1 syrové mléko

2 pasterované odstiedéné mléko — odbér za pasterem

3 pasterované mléko — ve standardizanim tanku

4A mléko pted prokysanim — vyroba €. 1

4B mléko pred prokysanim — vyroba ¢. 2

5A tvarohovina pted krdjenim — vyroba €. 1

5B tvarohovina pted krajenim — vyroba €. 2

6A tvarohové zrno — vyroba €. 1

6B tvarohové zrno — vyroba €. 2

7A tvaroh jemny ve spotiebitelském obalu — vyroba ¢. 1 po 1dnu
skladovani

/B tvaroh jemny ve spotiebitelském obalu — vyroba ¢. 2 po 1dnu
skladovani

8A tvaroh jemny ve spotiebitelském obalu — vyroba ¢. 1 po 25 dnech
skladovani

8B tvaroh jemny ve spotiebitelském obalu — vyroba ¢. 2 po 25 dnech
skladovani

3.1.2 Druhy experiment

Na zéklad¢ posouzeni dekarboxylazové aktivity sledovanych kment
predchoziho experimentu byly vybrany dva mikroorganizmy, které patii mezi
zakysové bakterie mlééného kvaSeni pfirodnich syrd, a to Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824 (syry s oznaCenim Bgyy) a CCDM 946 (syry
s ozna¢enim Bggg) (Obr. 16) (Fox et al., 1998, s. 246; 2000, s. 472; 2004, s. 214).
U téchto mikroorganizmili byla pozorovéna schopnost produkce 8 biogennich
aminil v redlnych podminkach modelovych vzorki syrti. Obsah biogennich amint
v syrech spfidavkem sledovanych dekarboxyldza pozitivnich kment
byl srovnavan s koncentraci biogennich amind v kontrolnich vzorcich syrt (syry
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vyrobené pouze za pouziti komercni zakysové kultury, viz 3.2.1 Vyroba vzorkl
k experimentu 2 a 3), tedy syri bez piidavku sledovaného dekarboxylaza
pozitivniho kmene. Kontrolni vzorky syrtt mély ozna¢eni vzorka A.

3.1.3 Treti experiment

Cilem tfetiho experimentu bylo sledovani produkce biogennich amin
nezakysovych bakterii v redlném systému vzorku syrG holandského typu, které
byly vybrany na zdklad¢ sledovani dekarboxylazové aktivity v prvnim
experimentu (viz. kapitola 3.1.1) (Obr. 16). Pro naplnéni cile tfetiho experimentu
byly vyrobeny pfirodni syry, které byly jednotlivé inokulovany kmeny
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 (syry soznaCenim Tj),
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36 (syry s oznacenim Tss),
Lactobacillus paracasei DEPE T52 (syry soznacenim Tsp) a Lactobacillus
paracasei DEPE T51 (syry s oznac¢enim Ts;) (Obr. 16). Kontrolni vzorky syrt
vyrobené pro tento experiment byly oznaceny jako vzorky C.

3.2 Laboratorni vyroba vzorki prirodnich syri

3.2.1 Vyroba vzorku k experimentu 2 a 3

Modelové vzorky syrt byly vyrobeny pfi laboratornich podminkach. Samotny
postup vyroby syrt holandského typu se mezi experimenty 2 a 3 nijak vyznamné
nelisil. Rozdil byl pouze ve vybéru mikroorganizmi. Pro 2. experiment byly
zvoleny 2 kmeny zakysovych bakterii Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824 a CCDM 946. Pro 3. experiment byly pouzity kmeny nezakysovych bakterii
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3, Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T36, Lactobacillus paracasei DEPE T51 a Lactobacillus
paracasei DEPE T52.

Pro kazdy mikroorganizmus byla vyrobena 1 fada vzorku, ktera ptredstavovala
dvé paralelni vyroby (Sarze), a to kontrolni vyrobu A/C (syry bez ptidavku
sledovaného kmene, tedy kontrolni vzorky syrGi obsahujici pouze smetanovou
kulturu Laktoflora, Milcom a.s., Cesk4 republika) a vyroba syrti inokulované
sledovanym kmenem (vyroby B/T).

Samotna vyroba syru se skladala ze tii krokt, a to ptipravy zakysa (Obr. 17)
pro vyroby syru Sarze A a C a Obr. 18 pro vyroby syri Sarze B a T, technologie
vyroby syri holandského typu a 90denniho zrani syrt pii teplot¢ 10 = 1 °C
(Obr. 19 a 20). Pouziti zakysu je nedilnou soucasti vyrobniho procesu syru, nebot’
tyto bakterie se do zna¢né miry podili na fad€ biochemickych procest v pribéhu
zrani. Diky témto biochemickym procestim v pribéhu zrani dochazi k tvorbé fady
senzoricky aktivnich latek udilejicich charakteristickou chut a vini, ktera
je typicka pro dany druh syra (viz. 1.2 Zrani pfirodnich syri) (Calzadaetal., 2013,
s. 4818; El-Zahar, El-Zager a Ramadan, 2014, s. 75; Fox et al., 2000, s. 243; 2004,
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s. 475; Roginski, Fuguay a McSweeney, 2002, s. 842; Schirone et al., 2013,
s. 138).

Piiprava provozniho zdakysu

Pro piipravu provozniho zakysu (Obr. 17) pro kontrolni vyrobu (skupina syrt
A a C, tedy syry bez ptidavku sledovaného kmene) byla pouzita komercni
mezofilni smetanova kultura (Laktoflora, Milcom, a.s., Ceska republika), ktera
byla slozena z mikrobialnich druhd Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis. Mlé¢ko
pro piipravu vSech provoznich zakyst bylo nejprve tepelné osetfeno (30 minut
pii teploté 100 & 1 °C) a néasledné zchlazeno na teplotu 25 = 1 °C. 100 ml tepelné
oSetfen¢ho ml¢ka bylo smichano s 0,3 g lyofilizované smetanové kultury. Takto
piipravena smés byla inkubovana pii teploté 25 £ 1 °C po dobu 20 hodin.

tepelné oSetiené
mléko (100 ml)

v

inokulace mléka
smetanovou kulturou
Laktoflora (0,3 g)

v

mikrobiologicka analyza w._ | inokulované mléko
100 ml
analyza obsahu BA & ( )
inkubace 20 hod. pfi
teploté¢ 25+ 1 °C

mikrobiologicka analyza .
) zéakys (100 ml)

Y

mléko pro vyrobu syri (20 1)

analyza obsahu BA &~

Obr. 17: Postup pripravy provozniho zakysu pro kontrolni vyroby vzorkit A a C bez
pridavku sledovaného kmene.

Pro vyrobu modelovych syru s pfidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmene
(vyroby B a T) byly pouzity dva typy zakysu (Obr. 18) — 50 ml zakladniho
provozniho zakysu (obsahujici vySe popsanou mezofilni komeréni smetanovou
kulturu) a 50 ml zakysu obsahujici vybrany dekarboxyldza pozitivni kmen.
Zékladni zékys byl pfipraven obdobnym zplsobem jako zakys pro kontrolni
vyrobu (smichani 50 ml sterilovaného mléka s 0,15 g mezofilni smetanoveé
kultury Laktoflora, Milcom, a.s., Ceska republika). Zakys s ptidavkem vybraného
dekarboxylaza-pozitivniho kmene byl pfipraven smichanim 50 ml tepelné
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oSetfeného mléka a 5 ml inokulovaného bujonu (dekarboxyla¢ni médium
inokulované sledovanym kmenem). Takto piipravené zakysy byly inkubovany
pii teploté 25 + 1 °C po dobu 20 hodin.

Bujony obsahujici vybrané mikroorganizmy byly ptipraveny podle Buitkova
etal. (2011, 113-115). 5 ml kultivaéniho média M17 (Merck, USA) s ptidavkem
0,2 % (w/v) prekurzori biogennich amind (histidin, tyrozin, lyzin, ornitin
aarginin)  (Sigma-Aldrich, USA) bylo zaoc¢kovano 25 pul kultury
(107 — 108 KTJ:ml?), a inkubovano pfi teploté 30 £ 1 °C 20 hodin.

Tepelné oSetfené mléko, bujon, mi¢ko inokulované sledovanym kmenem
¢i zékysovou kulturou pied kultivaci a zakysy po kultivaci, jak znazoriiuji Obr. 17
a 18, byly podrobeny analyze obsahu biogennich amini a mikrobiologické
analyze (viz. 3.3 Pouziti metody analyz).

tepelné ofetfené mikrobiologicka analyza v —
mléko (50 ml) bujon
+ anal{za obsahu BA & *
, - tepelné oSetiené
inokulace mleka Egﬁéiz CE;E ;?f
smetanovou kulturou
Laktoflora (0,15g) *
inokulace mléka
bujonem (5 ml)
_w mikrobiologicka analyza y *

inokulované mléko

smetanovou kulturou

inokulovane mleko
S peanalvza obsahu BA 4

bujonem (55 ml)

(50 ml)
inkubace 20 hod. pfi inkubace 20 hod. pfi
teploté 25 =1 °C teploté 25 =1 °C

zakys se smefanovou |
kulturou(50 ml)

zakys s bujonem
(50 ml)

.-"-'..
."-f...

..y mikrobiologicka analyza .

M anavyza obsahu BA 477 .

Al misko pro vvrobu syrua (20 1) ~

Obr. 18: Postup pripravy provoznich zakysu pro vyrobu syrii oznaceni B a T — zdkys
S beznou komercni kulturou a zdkys obsahujici sledovany kmen.

Vyroba syrit

Pti laboratornich podminkach byly vyrdbény syry holandského typu
s ptidavkem vybraného dekarboxylaza-pozitivniho kmene (vyroby B a T).
Ke kazdé Sarzi obsahujici sledovany kmen byla vyrobena kontrolni Sarze syrt
(vyroba A a C, obsahujici pouze mezofilni smetanovou kulturu Laktoflora,
Milcom, a.s., Ceska republika). Technologicky proces vyroby syrii u experimentu
2 a 3 se nijak nelisil. Rovnéz se mezi sebou nijak neliSila samotna technologie
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vyroby vzorkl pro kontrolni vyrobu A a C (vyroba za pouziti pouze komercni
smetanové kultury Laktoflora, Milcom a.s., Ceskd republika) a vzorki

s pridavkem sledovaného kmene s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou (vyroby
BaT).

~ provozni zakys (2 x 50 ml)

mléko pro vyrobu syra (20 1; zahfato na 32 + 1 °C)

inokulace provoznim zakysem
(30 min. pti 32 £ 1 °C)

inokulované mléko £
36% CaCl, (10ml) ——p» (32+1°C) < syfidlo 1(3]1:05mne'1]sl;: 750TL

syfeni (40 min. pti32 =1 °C)

syfenina
(32+1°C)

kréajeni syfeniny

vytuzeni syfeniny

(10 min. pti 32 £1 °C)
¢ ruéni michani syfeniny

. 20 min. pfi 32 £1°C
syrovatka (5 I) -1 - n,“n Pl )
dohtivani syrafskych zrn
’ o~ 4 + o
dohfivaci voda (zvys$eni teploty na 41 =1 °C)

(80 +1°C)

dosouseni syrafskych zrn
(60 min. pti 41 =1 °C)

sliti do velkych syrafskych forem

pfedlisovani syfeniny (30 min.)

rozkrdjeni na 24 dilt a plnéni
do malych syrafskych forem

lisovani (90 min.; tlak 8,5 — 25 kPa)

prokysani bochnikt (16 hod. pfi 21 £ 1 °C) ‘

oschnuti (2 hodiny)

oSetfeni povrchu 0,5%
roztokem natamycinu

\/

~ baleni do cryovacu

 zrani (90 dnti pti 10 £1°C) |

Obr. 19: Technologie vyroby modelovych vzorkui syrii.
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Pti vyrob¢ jedné Sarze bylo pouzito 20 | kravského ml¢ka o tucnosti 2,5 %,
pii¢emz bylo vyrobeno 24 blokl syri o primérné hmotnosti 90 + 3 g (Obr. 19).
MlIéko bylo pted vyrobou oSetteno pasteraci (75 °C po dobu 30 s) pomoci FT75
pastér (Armfield, Ringwood, Velka Britdnie) a nasledn¢ zchlazeno na teplotu
32+1°C.

Vyroba syrii probihala ve vyrobnim tanku MSKD-1 (Driml, Brno, Ceska
republika). Pasterované a zchlazené mléko o teplot¢ 32 £ 1 °C bylo inokulovano
prislusSnym provoznim zdkysem a inkubovdno po dobu 30 minut. Kontrolni
vyroba syrt (vyroby A a C), byla inokulovana provoznim zakysem piipraven¢ho
za pouziti komeré&ni zakysové kultury Laktoflora (Milcom, a.s., Ceska republika),
vyroby B a T byla inokulovana jak zakysem pfipraveného z komeréni mezofilni
kultury Laktoflora (Milcom, a.s., Ceska republika) tak ze zakysu, ktery byl
inokulovan bujénem s pomnozenym sledovanym kmenem. Po uplynuti doby
inokulace bylo pfiddno 10 ml 36% (w/w) CaCl, (Milcom, a.s., Ceska Republika)
a 1,5 ml sytfidla Fromase 750TL (DSM Food Specialities, Francie). Po uplynuti
40 minut syteni pfi teploté 32 + 1 °C byla vznikla syfenina rozkrajena a nechana
10 minut v klidu. Poté¢ byla syfenina michana 20 minut pro vytuzeni zrna.
Nasledné nastal proces dohtivani, a to tak, ze bylo odebrano 5 I syrovatky, ktera
byla  nahrazena stejnym objemem  dohfivaci vody o  teploté
80 + 1 °C. Cilem pridavku dohtivaci vody bylo zvySeni teploty syfeniny
na 41 £ 1 °C. Nasledovalo dosouSeni syrafskych zrn, které trvalo 60 minut
pti teploté 41 += 1 °C.

Po ukonceni procesu dosouseni byla syrai'ska zrna slita do dvou velkych forem
(38,0 x 12,5 x 7,5 cm), kde byla ponechana 30 minut K piedlisovani syfeniny.
Po uplynuti doby predlisovani byla tato syfenina rozdélena do 24 syraiskych
forem (kazda velka forma pro piedlisovani byla rozdélena na 12 ks) (o priméru
7,0 cm a vySce 4,0 cm) anasledné lisovana po dobu 90 minut za pouziti
pocatecniho tlaku 8,5 + 2 kPa. Po 30 minutach byl tlak navys$en na 17 + 2 kPa
a po dalSich 30 minutach lisovani vzrostl tlak na 25,5 £ 2 kPa. Syry byly
po vyjmuti ze syrafskych forem ponechdny k prokysani v kysacich boxech pfii
teplot€ 21 = 1 °C po dobu 16 hodin. Po uplynuti doby prokysani byly syry soleny
ponofenim do 20% (w/w) solné lazn¢ na dobu 30 minut pfi laboratorni teploté
21+ 1 °C (Obr. 20). Po 2 hodinach byl povrch syri oSetfen antimykotikem
ponofenim do 0,5% (w/w) roztoku natamycinu (Delvocid, DSM Food
Specialities, Francie) a nasledné takto oSetiené a okapané syry byly baleny
do polopropustnych zracich folii cryovac pomoci vakuové balicky Mini Jumbo
(Henkelman, Nizozemsko). Pfipravené bochniky syrt byly ponotfeny do horké
vodni lazn€ 90 £ 1 °C po dobu 5 s a tyto bochniky syrii byly uloZeny do zracich
komor po dobu 90 dnti piti teploté 10 £ 1 °C.
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vzorkl syrl

24 bochnik modelovych
vzorkl syrl
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prokysani (16 hod. pti
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vzorkl syri §
; § zakladni chemicka
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Obr. 20: Zpusob soleni a zrani modelovych vzorkii syru holandského typu pro
2. a 3. experiment.

3.3 Pouzité metody analyz

3.3.1 Posouzeni dekarboxylazové aktivity

Dekarboxyldzova aktivita jednotlivych mikroorganizmii byla posuzovana
na zédkladé¢ kultivace jednotlivych mikroorganizmii v bujonech. Bujony
predstavuji optimalni podminky pro riist a vyvoj bakterii.

Jednotlivé bujony byly obohaceny o prekurzory jednotlivych sledovanych
biogennich amint (histidin, ornitin, arginin, lyzin, tyrozin a fenylalanin)
o koncentraci 2 g-I"* kazdého z nich za ¢elem podpory dekarboxylazové Einnosti
1zolovanych kmend.

Kultivace mikroorganizmi probihala pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin,
pri¢emz kultivace kazdého sledovaného mikroorganizmu byla provedena Sestkrat.
Bujoén po kultivaci byl centrifugovan (4000 g; 22 +1 °C; 20 minut). Vznikly
supernatant byl ziedén 1,2 mol-I"t HCIO, (Merck, USA) v poméru 1:1. Tato smés
byla nasledné derivatizovana podle postupu popsaného nize (3.3.6 Stanoveni
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obsahu biogennich aminti). Jako pozitivni kontrola (kmeny produkujici biogenni
aminy) byly vybrany mikroorganizmy Enterococcus faecalis CCM 2665
a Escherichia coli CCM 3954. Jako negativni kontrola (bez schopnosti
produkovat biogenni aminy) byly zvoleny mikroorganizmy Staphylococcus
aureus subsp. aureus CCM 3953 a Pseudomonas fragi MD 48 (Bunkova et al.,
2009, s. 535; Pleva et al. 2012, s. 439).

3.3.2 Analyza zakladnich parametri syru

Analyza zékladnich parametra syrii byla zaméfena na stanoveni obsahu susiny,
meétfeni hodnot pH a stanoveni obsahu NaCl v analyzovanych vzorcich syri.
SuSina byla stanovovéana suSenim pii teplot¢ 102 = 2 °C dle normy EN ISO
5534:2004. Hodnoty pH byly méfeny pomoci vpichového pH metru (Spear —
Eutech, Nizozemsko). Obsah NaCl byl stanovovan podle Mohra (Indra a Mizera,
1992, s.189) argentometrickou titraci, kde jako ¢inidlo byl pouzit dusi¢nan
draselny a indikatorem byl dichroman draselny. Analyza zakladnich parametrt
byla vzdy provedena u dvou blokii syrti, u kazdého z nich tfikrat (n=6).
Po provedeni analyzy zakladnich parametri byly vzorky syrG nasledné
lyofilizovany pomoci ALPHA 1 — 4 LCS (Christ, Némecko) pfi teploté - 40 °C
a tlaku ~ 12 Pa a poté skladovany pfi teploté - 70 °C. Takto zlyofilizované vzorky
byly pouzivany pro extrakci biogennich amini a volnych aminokyselin, viz
kapitola 3.3.5. a2 3.3.6.)

3.3.3 Texturni profilova analyza

Texturni profilovd analyza byla méfena pomoci analyzitoru TA.XT Plus
(Stable Micro Systems, VB), kde ze stfedu analyzovaného bloku syra byl
vykrojen vélcovy vzorek o priméru 40 mm a vySce 15 mm. Vzorek byl stlacen
020 % pivodni vysky konstantni rychlosti 1 mm-s? desky o priméru 50 mm.
Sledovanymi parametry byla tvrdost, kohezivnost a relativni lepivost. Tvrdost (N)
je definovéna jako maximalni sila naméfena béhem stlaceni. Texturni profilova
analyza byla provedena u dvou blokli vzorki, kde kazdy vzorek byl méten
jedenkrat (n=6) (Bunka, Pachlova a Nenutilova, 2013a, s. 1018).

3.3.4 Mikrobiologicka analyza

Mikrobiologickd analyza byla zaméfena na stanoveni pocti 5 skupin
mikroorganizmi — celkovy pocet mikroorganizmi (tj. mezofilni aerobni
a fakultativné anaerobni mikroorganizmy), mlécnych kokii (zeyména laktokokd,
streptokokll a leukonostokt), laktobacilti, enterobakterii a enterokokd. Ptehled
kultiva¢nich médii a podminek kultivace pro jednotlivé skupiny mikroorganizmi
je uveden v Tabulce 3. Mikrobiologicka analyza byla provedena podle Bunkova
et al. (2010). Kultiva¢ni média byla ptipravena dle navodu vyrobce a nasledné
autoklavovana (kromé Slanetz-Bartley agaru) v autoklavu 135s Compact
(Varioklav, Némecko) pii teploté¢ 121,1 °C po dobu 20 minut. SB agar byl
pfipraven vafenim ve vodni ldzni pfi teplot¢ 100 = 1 °C do rozpusténi. Takto
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pfipravena média byla rozlita do Petriho misek, kde kazd4a miska obsahovala 15
— 20 ml kultivaéniho média.

Tabulka 3 Piehled doby kultivace médii pro jednotlivé skupiny mikroorganizmi
(Bunkova et al., 2009, s. 535; 2010, s. 881; Pleva et al. 2012, s. 439)

skupina mikroorganizmii puda doba teplota
kultivace | [°C]
[hod]
celkovy pocet mikroorganizmti | PCA — Plate Count 24 37
Agar
mlécné koky (laktokoky, 48 37
streptokokyya(leukonos%]oky) M17 agar
laktobacily MRS - Mann, Rogosa | 48 30
& Sharpe agar
enterokoky SB agar - Slanetz- 24 37
Bartley agar
enterobakterie Endo agar 48 37

Z kazdého bloku syra bylo sterilné odebrano 5 g, ke kterému bylo ptidano
45 ml sterilniho fyziologického roztoku. Nésledné byla smés homogenizovana
po dobu 3 minut. Ze vzniklé homogenni smési byla pfipravena koncentrac¢ni fada
pomoci desitkového fedéni od 107 az do 107. Mikrobiologicka analyza byla
provedena u vzorkli zakysi 1 u vzorkl syri v jednom opakovani (Buiikova et al.,
20009, s. 536; 2010, s. 883).

3.3.5 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Chromatograficka analyza byla zaméfena na stanoveni obsahu 30 volnych
aminokyselin a jejich derivatl (threonin, serin, asparagova kyselina, asparagin,
glutamova kyselina, glutamin, prolin, glycin, alanin, citrulin, valin, methionin,
cystein, cystathionin, izoleucin, leucin, tyrozin, fenylalanin, [-alanin,
a-aminomaselnd kyselina, f-aminomdaselna kyselina, y-aminomaselna kyselina,
etanolamin, ornitin, lyzin, histidin, 1-methyl-histidin, 3-methyl-histidin, arginin,
aminoadipova kyselina).

Vzorky pfirodnich syri byly nejprve zlyofilizovany pomoci ALPHA
1 — 4 LCS (Christ, Némecko) pii teploté - 40 °C a tlaku ~ 12 Pa (viz. 3.3.2.
Analyza zakladnich parametra syru). Z ptipravenych lyofilizatd byla provedena
extrakce volnych aminokyselin, pfi¢emZ extrakce byla provedena pomoci
lithného pufru. Postup extrakce volnych aminokyselin byl zvolen podle Pachlova
etal. (2011, s. 102). Lithny pufr byl sloZen z kyseliny chlorovodikové a citronanu
lithného, ptic¢emz vysledné pH lithného pufru bylo 2,2 + 0,2. Pfipravené extrakty
byly odstiedény pfi teploté 4 = 1 °C po dobu 30 minut pii 15 000 ot-min? a
filtrovany pomoci 0,45 um nylonového filtru. Ziskany filtrat byl analyzovan dle
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Bunkova etal. (2009, s. 534) pomoci iontové-vyménné kapalinové
chromatografie pouzitim Automatického analyzatoru aminokyselin AAA 400
(Ingos, Ceska republika) s kolonou 150 x 3,7 mm a iontomé&ni¢em Polymer AAA.
Teplotni a elu¢ni program a slozeni jednotlivych pufit je uvedeno v Piiloze B a
C. Extrakce volnych aminokyselin byla provedena ze dvou blokt syri, a nasledné
kazdy extrakt byl podroben chromatografické analyze dvakrat.

3.3.6 Stanoveni obsahu biogennich aminu

Pro detekci obsahu BA tekutych vzorki odebranych na pocatku vyrob
syrt (mléko, dekarboxylaéni médium) bylo nutné vzorky ziedit 1,2 mol-I* HCIO,4
(Merck, USA) v poméru 1:1. Takto ptipravené vzorky byly dale derivatizovany
(viz. nize) dle postupu Dadakové, Kiizka a Pelikanové (2009, s. 366). Pro detekci
obsahu BA v piirodnich syrech byly pouzity jejich lyofilizaty (viz 3.3.2. Analyza
zékladnich parametrt syrii a 3.3.5 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin). Pied
samotnou derivatizaci musely byt BA z lyofilizati nejprve vyextrahovany. Byla
provedena trojnasobna reextrakce biogennich aminl podle Pachlova et al. (2011,
s. 102) a Bunkova et al. (2009, s. 534). K 1 g lyofilizovaného vzorku bylo ptidano
10 ml 0,6 mol-1'* HCIO; (Merck, USA), homogenizovano po dobu 30 minut
pii pokojové teploté a odstfedéno 10 minut pii 6000 ot-mint. Supernatant byl slit
do 25 ml odmérné bainky a vznikly sediment byl dvakrat reextrahovan 7 ml
0,6 mol-1"t HCIO,4 dle vyse uvedeného postupu. Supernatanty byly slity do jedné
odmérné barky, ktera byla poté doplnéna po rysku. Takto pfipravené extrakty
byly zfiltrovany pomoci 0,45 um nylonového filtru a nasledné zderivatizovany
(Bunikova et al., 2009, s. 534; Pachlova et al., 2011, s. 102).

Chromatografickd analyza byla zaméfena na detekci 8 biogennich aminti
(tryptamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin
a spermin). Ziedéné tekuté vzorky ¢i extrakty syra byly nasledné zderivatizovany
dansylchloridem (Sigma-Aldrich, USA) podle Dadakové, Kiizka a Pelikanové
(2009, s. 366). K 1 ml extraktu (pfipadné¢ 1 ml zfedéného tekutého vzorku) bylo
ptidano 100 pl 1,7-diaminoheptanu (Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 500
mg-I?, ktery slouzil jako vnitini standard. Nasledné bylo pfidano 1,5 ml
uhlicitanového pufru o pH 11,0 a 2 ml dansylchloridu
(5 gltacetonu; Sigma-Aldrich, USA). Takto pfipravena smés byla
homogenizovana po dobu 20 hodin ve tmé pti laboratorni teploté. Po uplynuti této
doby bylo ptidano 100 pl prolinu pro zastaveni reakce a dale homogenizovano
po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté 21 + 1 °C. Nasledné byly pfidany 3 ml
heptanu a smés byla 3 minuty michana. Po promichani byl odpipetovan 1 ml
heptanové vrstvy do vialky. Heptan byl poté odpaien pii 60 £+ 1 °C pod proudem
dusiku. Takto ziskany odparek byl rozpustén pridavkem 1,5 ml acetonitrilu.
Do analyzy obsahu biogennich amini byly takto ziskané vzorky skladovany
pii- 18 °C a pted analyzou byly prefiltrovany pomoci 0,22 pum sttikackového
nylonového filtru.
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Obsah biogennich aminli byl stanoven pomoci vysoce ucinné kapalinové
chromatografie (Agilent Technologies, USA) za pouziti kolony Agilent Eclipse
Plus C18 RRHD (Agilent Technologies, USA) o rozmérech 3,0 X 50,0 mm
X 1,8 um, spektrofotometrické detekci o vinové délce 254 nm a teploté kolony
30 £ 1 °C. Separace biogennich amint byla provedena podle Sm¢la et al. (2004,
S. 433-434). Prib¢h eluéniho programu pro stanoveni obsahu 8 biogennich aminti
Vv zavislosti na ¢ase je uveden v Ptiloze D, pticemz celkova doba analyzy jednoho
vzorku trvala 15,5 minuty. Jako mobilni faze byl pouzit 10% roztok acetonitrilu
a 100% acetonitril. Tekuté vzorky mléka a bujont byly derivatizovany dvakrat
a kazda derivatizovana smés byla dvakrat nanesena na kolonu. U vzorki syri bylo
provedeno 12 stanoveni (3 extrakce x 2 derivatizace X 2 naneseni na kolonu).
V pfipadé¢ mikroorganizmii bylo provedeno 24 stanoveni (6 kultivaci
X 2 derivatizace x 2 naneseni na kolonu).

3.3.7 Statistické zpracovani dat

Pro statistické vyhodnoceni chemickych, mikrobiologickych, texturnich
profilovych a chromatografickych analyz se pouzil Kruskal-Wallis a Wilcoxoniiv
test (Agresti, 1984, s. 212; Obtulovi¢, 2002, s. 47). Pro ziskana data byl pouzit
statisticky software Unistat 6.5 (na hladiné vyznamnosti a=0,05) (Unistat Ltd.,
Velka Britanie)
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4. HLAVNI VYSLEDKY PRACE
4.1 Vysledky 1. experimentu

V ramci 1. experimentu byly sledovany vyvoje obsahu biogennich amina
U pfirodnich syri, které vznikaji kyselym sraZenim, tvarohii. Vyvoj koncentraci
biogennich amini byl sledovan v riznych fazich technologie vyroby
a skladovani. Izolované kmeny z fazovych odbéri 1. a 2. vyrobniho dne byly
podrobeny identifikaci (pomoci hmotnostni spektrofotometrické detekci MALDI-
TOF), nicméné tato identifikace nebyla soucasti této prace.

Soucasné byla sledovana 1 dekarboxyldzova aktivita celkem 79 izolovanych
mikroorganizmii (izolace kment ztvarohu ale nebylo pifedmétem tohoto
experimentu, a byly obdrzeny od spolupracujiciho pracoviste).

Vysledky stanoveni obsahu biogennich aminii

Hodnoty jednotlivych obsahli biogennich amini v mléce, tvarohoving,
tvarohovém zrnu a ve finalnim tvarohu z obou vyrobnich dnti jsou uvedeny
v Tabulce 4. V prubéhu technologie vyroby a 25denniho zrani vzorki tvarohti
nebyla analyzovana pfitomnost 5 biogennich aminil z 8 sledovanych. Jednalo
se 0 histamin, fenylethylamin, tryptamin, kadaverin ani spermin. Velmi nizké
koncentrace biogenniho aminu byly detekovany v pfipadé spermidinu. Jeho
hodnoty nepiekrocily v zadném z analyzovanych vzorki hodnotu 1,0 mg-1™
v piipadé tekutych vzorkd, v piipadé pevnych vzorkd syrd 1,0 mgkg™.
V pasterovaném mléce byla jeho hodnota na pocatku vyrobniho procesu
0,11 £+ 0,02 mg-kg™. Nakonci doby zrani tvarohii ve spotiebitelskych obalech
se hodnoty pohybovaly v rozmezi 0,36 — 0,39 mg-kg™. Soucasné lze konstatovat,
7e nebyly zaznamendny Zadné vyznamné statistické rozdily mezi vzorky vyroby
¢. 1 avyroby €. 2. Po celou dobu vyrobniho procesu koncentrace spermidinu mély
mirny rostouci trend.

Pasterované mléko obsahovalo tyramin v mnozstvi 0,15 + 0,01 mgkg™.
Putrescin byl v pasterovaném mléce detekovan v pon¢kud vyssi koncentraci,
ato 0,42 = 0,01 mg-kg?. Po celou dobu experimentu dochazelo k pozvolnému
nariistu koncentraci obou biogennich aminti a ackoli na pocatku byl tyramin
detekovan v mensim mnozZstvi, na konci skladovani tvarohll ve spotiebitelskych
obalech byly hodnoty tyraminu vice neZ &tyfnasobné vyssi (7,60 — 8,25 mg-kg™)
nez koncentrace putrescinu (1,92 — 2,11 mg-kg™).

Takto nizké hodnoty biogennich aminil bylo moZné oc¢ekavat, nebot’ mohou byt
dasledkem tady faktorti, které mohly sniZit dekarboxyla¢ni aktivitu pfitomnych
mikroorganizmui (1.1.1 Vznik biogennich amintl) (Bunkova et al., 2010, s. 881;
Dadakova, Ktizek a Pelikanova, 2009, s. 366; Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s.
7955; Samkova, Dadakova a Pelikanova, 20013, s. 310). Faktory ovliviujici
vznik biogennich amini mohou byt déleny na piimé a neptimé faktory majici vliv
na vznik biogennich aminli. Mezi takové faktory patii nizka teplota skladovani
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vzorki (4 — 8 °C), ktera se fadi mezi nepiimé faktory ovliviiujici vznik biogennich
aminl. Ne&ktefi autofi uvadi, Ze optimalni teplotou rdstu pro znacnou ¢ast
dekarboxylaza pozitivnich bakterii je 10 — 45 °C v zavislosti na konkrétnim
mikrobidlnim kmenu. Soucasné nizké pH typické pro tvarohy mohlo do jisté miry
ovlivnit produkci biogennich amind (Komprda, 2004, s. 54; Santos, 1996, s. 214).
Pachlova et al. (2012, s. 2-5) se ve své studii zabyvala sledovanim vlivu teploty
béhem zrani syrii na produkci biogennich amint. Z vysledka vyplynulo, Ze s nizsi
teplotou zrani syrt je i1 snizena produkce biogennich aminli ve srovnani
koncentraci biogennich aminti zrajicich pii vyssi teploté. To mtize byt diisledkem
toho, Ze niz$i zraci teplota snizuje aktivitu pfitomnych dekarboxyldza pozitivnich
kment (Pachlova et al., 2012, s. 5; Naila et al., 2010, s. 142). Dal§im faktorem
byla i v porovnani s jinymi druhy syrt i kratka doba skladovani tvarohti (25 dnti).
Béhem doby skladovani mohla probéhnout pouze ¢aste¢na proteolyza béhem
které vznikaji volné aminokyseliny, prekurzory vzniku biogennich amint. Vznik
volnych aminokyselin spolu s dal$imi patii mezi ptimé faktory vzniku biogennich
amint (1.1.1 Vznik biogennich aminil) (Bunikova et al., 2009, s. 534; 2011, s. 113;
Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al., 2013, s. 39; Pachlova et al.,
2016, s. 2; Roginski, Fuguay a McSweeney, 2002, s. 841).
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Tabulka 4 Hodnoty jednotlivych biogennich amint ve fazovych vzorcich v pribéhu vyroby a skladovani vzorki tvaroht

kod obsah biogennich aminti [mg-1" nebo mg-kg™]

vzorku® histamin | fenylethylami | tyramin | tryptamin | putrescin | kadaverin | spermidin | spermin
1 ND ND 0,15+0,01 | ND 0,42+ 0,01 | ND 0,11+0,01 | ND
2 ND ND 0,16 0,01 | ND 0,57+0,02 | ND 0,16 0,01 | ND
3 ND ND 0,17+0,01 | ND 0,67+0,03 | ND 0,17+ 0,01 | ND
4A ND ND 0,27+0,01 | ND 0,85+0,01 | ND 0,17+ 0,01 | ND
4B ND ND 0,30+ 0,01 | ND 0,85+ 0,02 | ND 0,17+0,02 | ND
5A ND ND 0,56 £0,04 | ND 1,39+0,07 | ND 0,22 +£0,01 | ND
oB ND ND 0,65 +0,08 | ND 1,31 £0,04 | ND 0,24 £0,01 | ND
6A ND ND 1,63 £0,08 | ND 1,52+0,11 | ND 0,25+0,01 | ND
6B ND ND 1,66 £0,07 | ND 1,64 £0,05 | ND 0,28 £0,01 | ND
7A ND ND 2,56+0,12 | ND 1,36 £ 0,05 | ND 0,32+0,01 | ND
B ND ND 2,33+0,11 | ND 1,42 £0,10 | ND 0,34 £0,01 | ND
8A ND ND 7,60+ 0,27 | ND 1,92+0,10 | ND 0,36 £0,01 | ND
8B ND ND 8,25+0,08 | ND 2,11 £0,15 | ND 0,39 £0,01 | ND

* kédovani vzorki je uvedeno v Tabulce 2
ND —nedetekovan béhem stanoveni koncentraci biogennich aminil
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Posouzeni dekarboxylazové aktivity

Z jednotlivych fazi vyroby a skladovani tvarohu (mléka, tvarohoviny,
tvarohového zrna a finalniho produkty) bylo izolovano 79 kmenti. Tabulka 5
obsahuje vysledky produkce biogennich amini téchto kmend. Obecné
Ize konstatovat, ze produkce biogenniho aminu histaminu a spermidinu
u sledovanych izolatl byla zaznamendna velmi ziidka. Témét u 80 % izolovanych
kmena sledovanych v tomto experimentu nebyla prokidzana Zzadnéd histamin-
pozitivni dekarboxyldzova aktivita, nebot’ byly detekovany nulové koncentrace
histaminu. Zbylych 20 % kmenl vykazovalo velmi nizkou histamin-pozitivni
dekarboxylazovou aktivitu. Tento fakt byl usouzen z vysledkili stanoveni obsahu
biogenniho aminu histaminu, protoze jeho koncentrace nepiekrocily hodnotu
10 mg-1". Pouze jeden ze vsech sledovanych kmeni (5.B.2, identifikovan jako
Leuconostoc mesenteroides) produkoval histamin ve vyznamném mnozstvi.
Tento kmen byl izolovan z tvarohoviny pfed krajenim u vyroby €. 2. Detekovana
koncentrace histaminu u tohoto kmene byla vy$si nez 100 mg-1". Dle nékterych
autorti jsou toto koncentrace, které mohou vést k silnym otravam a miize tak byt
vazné ohrozeno zdravi konzumenta (Anonym, 2011, s. 17; Kala¢ a Ktizek, 2005,
s. 28; Onal, 2007, s. 1476; Parente et al., 2001, s. 883). Obdobné hodnoty
histaminu uvedl ve své praci 1 Nout (1994, s. 295), ktery jako maximalni
piipustnou koncentraci v potravinach uvedl hodnotu 50 — 100 mg-kg™. Naiizeni
komise (ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny stanovuje hodnotu obsahu histaminu v produktech
rybolovu z druhii ryb spojovanych s vysokym obsahem histidinu (zejména druhy
ryb ¢eledi Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae,
Scombresosidae). U odebranych vzorkd nesmi obsah histaminu ptekrocit hranici
100 mg-kg'. Toto mnozstvi mize byt u dvou zdeviti odebranych vzorki
piekroCeno o 100 %, tedy obsah histaminu u dvou z deviti vzorkid jedné Sarze
mize byt 200 mg-kg™.

Produkce spermidinu nebyla zaznamenana u Zzadného z celkovych
79 sledovanych kment. Tryptamin-pozitivni dekarboxylazova aktivita byla
ve srovnani s pfedchozimi vysledky vétsi. Priblizné 25 % vSech izolovanych
kmenl bylo schopno dekarboxylovat aminokyseliny za vzniku tryptaminu
v koncentracich do 10 mg-17, dalgich témé¥ 30 % produkovalo tryptamin mnohem
vyraznéji, protoze byly detekovany koncentrace Vv rozmezi
10 — 50 mg-1. Zbylych 37 kmenii bylo vyhodnoceno jako tryptamin-negativni
kmeny, nebot’ byly detekovany nulové koncentrace tryptaminu. Pfi posuzovani
dekarboxyldzové aktivity pro syntézu sperminu bylo zjiSténo, ze vSechny
sledované¢ kmeny at' uz ve vét§i ¢i menSi mife vykazovaly pozitivni
dekarboxylazovou aktivitu pro vznik sperminu. K nejvétsi produkci dochézelo
u 1l % ze vSech 79 sledovanych kment (koncentrace sperminu se pohybovaly
vrozmezi 50 — 100 mg-1?t). Pfiblizné 50 % kment produkovaly spermin
v detekovanych koncentracich 10 — 50 mg-1?, coz lze tyto kmeny povazovat
za kmeny se stfedné spermin-pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou. Zbylych
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39 % kment produkovalo spermin ve velmi nizkych koncentracich, tedy
do 10 mg-I™.

Pomérné¢ znacné€ vysoké byly detekovany koncentrace putrescinu a kadaverinu.
U 41 % (v ptipad¢ putrescinu) a 58 % kmenti (u koncentraci kadaverinu) nebyla
zaznamenana zadna produkce putrescinu a kadaverinu. U 1 izolatu byla
detekovana pomérn¢ velkd produkce kadaverinu, pficemz byla piekrocena
nékolikanasobné hranice 100 mg-1? (kmen 3.7 izolovan z pasterovaného mléka
ve standardizaénim tanku produkoval kadaverin v hodnoté 212,0 + 13,6 mg-17%).
Tento kmen byl identifikovan jako Bacillus licheniformis.

Pti posuzovani schopnosti dekarboxylace za vzniku putrescinu bylo zjiSténo,
ze témét 60 % vSech sledovanych kmeni mélo putrescin-negativni
dekarboxylazovou aktivitu. Nicméné 31 % izolati bylo schopno syntetizovat
putrescin v mnozstvi pouze do 10,0 mg-1t. U 21 % izolath (17 kmenil) byla
pomérné vyssi putrescin-pozitivni dekarboxyldzova aktivita, protoZze stanovené
koncentrace putrescinu v dekarboxylaénim mediu byly vy$§i nez 100 mg-1™.
V ptipadé, Ze by tyto kmeny produkovaly takové hodnoty putrescinu
I V potravinach, 1ze konzumace takovych potravin oznacit za zdravi nebezpecné.
A to z dlivodu, Ze pritomnost putrescinu (ale 1 kadaverinu), miize zna¢né zvySovat
negativni UCinky na lidsky organizmus histaminu a tyraminu, které jsou popsany
vyse a v kapitole 1.1.2 Toxikologické ucinky biogennich aminti. Mimo to mize
byt pfitomnost vysokych mnozstvi putrescinu zavazna i divodu jeho mozné
reakce s dusitany za vzniku karcinogennich latek — nitrosamint (Drabik-
Markiewicz et al., 2011, s. 1540; Gasarasi et al., 2001, s. 51-53; Karovi¢ova
a Kohajdova, 2005, s. 71; Wunderlichova et al., 2014, s. 269). V souvislosti
se sledovanim produkce putrescinu bylo zpozorovano, ze kmeny s jeho vysokou
produkci byly izolovany z mléka po pasteraci, které bylo pro vyrobu tvaroht
pouzito. Z téchto udaji je mozné usoudit, Ze prob&hld pasterace nemusi nijak
vyznamné ovlivnit pfitomnost mikroorganizmti schopnych produkovat biogenni
amin putrescin. Pfipadn¢ mohlo dojit i K sekundarni kontaminaci po pasteracnim
oSetfeni mléka urcené pro vyrobu vzorkil tvarohu. DalSich 5 kment (produkuyjici
putrescin ve vysokych koncentracich) bylo izolovano z tvarohoviny tvarohového
zrna i findlniho vzorku tvarohu (Tabulka 5).

Fenyletylamin byl detekovan v 53 % dekarboxyla¢nich médiich inokulovanych
sledovanymi kmeny. 13 kmeni produkovalo fenyletylamin v mnoZstvim vyssi
nez 100 mg-1?. Produkce tohoto biogenniho aminu probihala u izolovanych
kment bez rozdilu faze vyroby (syrové mléko, pasterované mléko pied
zakysanim, meziproduktd a vzorki tvarohi).

Stejné jako u sperminu 1 tyramin byl detekovan ve vSech dekarboxyla¢nich
meédiich, které byly inokulovany sledovanymi kmeny. Celkem 44 kmenl
sledovanych kmenl projevily znacné vysokou pozitivni dekarboxyldzovou
aktivitu pro vznik sperminu. Koncentrace tyraminu byly v porovnani s hodnotami
sperminu vyznamné¢ vyssi. 60 % kmenl vykazovala zna¢nou tyramin-pozitivni
dekarboxylazovou aktivitu, protoze detekované koncentrace tohoto biogenniho
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aminu pfevySovaly hranici 200,0 mg-1?. U n&kterych izolatd byla dokonce
detekovana koncentrace tyraminu vy$si nez 1000,0 mg-1™t. Spolu s histaminem
se tyramin z hlediska jejich Uc¢inkti na lidsky organizmus fadi mezi jedny
Z nejrizikovéjsi biogenni aminy. Koncentrace tyraminu 100 — 800 mg-kg™* mutize
mit znacny toxicky vliv na lidsky organizmus. Dle Nout (1994, s. 295) mize byt
konzumace potraviny s koncentraci tyraminu vy$si nez 1000,0 mg-kg? toxicka
I pro konzumenty s funk¢énim detoxifikaénim mechanizmem (Anonym 2011,
s.19; Halasz et al., 1994, s. 43; Onal, 2007, s. 1475; Santos, 1996, s. 214;
Ten Brink et al., 1990, s. 75).

U vSech kment, u nichz byla detekovana schopnost produkce biogenniho
aminu kadaverinu, putrescinu, histaminu a tyraminu byly pomoci metody PCR
amplifikovany produkty odpovidajicich velikosti, které ukazuji na ptitomnost
gentl, ktery je kédovan pftislusny dekarboxylacni enzym. V nadmi vybranych
biogennich aminech jde o lyzin-dekarboxylazu, ornitin-dekarboxylaza, histidin-
dekarboxylaza, tyrozin-dekarboxylazu (Bunkova et al., 2011, 117; Burdychova
a Komprda, 2007, s. 151; Ladero et al., 2012, s. 310).

Schopnost produkce biogennich aminit u vSech sledovanych kmenti
izolovanych z fazovych vzorki je uvedena v Tabulce 5. Jednotlivé kmeny, jejich
znaceni, ale 1 jejich MALDI-TOF MS identifikace je uvedena v Priloze E.
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Tabulka 5 Produkce biogennich aminti u izolovanych kment z fazovych vzorka

kod vzorku™ | obsah biogennich amini [mg-ml™]

HIS** FEA** TYM** | TRYP** | PUT** KAD** SPD** SPM**
1.1 ND ND ++ + + ND ND ++
1.2 ND ND ++ ND ND ND ND ++
1.3 ND +++ +++++ ND + ND ND +
2.1 ND ND +++ ND +++++ ND ND ++
2.2 ND ND ++++ ND ND ND ND ++
2.3 ND ++ +HH++ + -+ ++ ND +
2.4 + ++ HHHH+ + + + ND +
25 ND + +HH++ ++ ++ + ND ++
3.1 ND ND ++ ND ++ ND ND +++
3.2 ND ND +++ ND ND ND ND +++
3.3 ND ND ++++ ND ND ND ND +++
3.4 ND ND +++ + +HHH+ ND ND +++
3.5 ++ ND +HH++ + +HHH+ ND ND ++

56

* kmeny popsany v Piiloze E

** HIS — histamin, FEA — fenylethylamin, TYM — tyramin, TRYP — tryptamin, PUT — putrescin, KAD — kadaverin, SPD — spermidin a
SPM spermin

ND — biogenni amin nedetekovan, ,,+* pod 10 Em._-ﬁ LTt 10 - 50 Bm._-p_ ,,H 50 - 100 Em._-ﬁ L, Tt 100 — 200 Em._-ﬁ O o e o
nad 200 mg-1*
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Pokracovani Tabulky 5

kod vzorku™ | obsah biogennich amini [mg-1?]

HIS» |FEA* |TYM* |TRYP* |PUT* |KAD* |SPD* |SPMx
4.A.7 + + ++ ++ + + ND ++
4.A8 ND ++ FHH++ + -+ ND ND +
4B.1 ND ND +++++ ND ND ND ND +++
4.B.2 ND ND ++ ND ND ND ND +++
4.B.3 ND ND ++ ND ND ND ND ++
4B.4 ND ND ++ ND ND ND ND ++
4B.5 + ++ HHHH+ ++ -+ ++ ND ++
4.B.6 ND +++++ +++++ ND ND ND ND +
4B.7 ND -+ HHHH+ + + + ND +
4B.8 ND ++ +HH++ ++ + + ND +
5A.1 ND ND ++ ND ND ND ND ++
5A.2 ND ++++ +++++ + ND ND ND +
5.A.3 ND +++ +++++ + ND ND ND +

* kmeny popsany v Ptiloze E

** H|S — histamin, FEA — fenylethylamin, TYM — tyramin, TRYP — tryptamin, PUT — putrescin, KAD — kadaverin, SPD — spermidin a
SPM spermin

ND — biogenni amin nedetekovan, ,+* pod 10 mg-1?, ,++“ 10 — 50 mg-1?, | +++“50 — 100 mg-1?, ,++++° 100 — 200 mg-1L, | +++++
nad 200 mg-1*
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Pokracovani Tabulky 5

kod vzorku™ | obsah biogennich amini [mg-ml™]
HIS» |FEA* |TYM* |TRYP* |PUT* |KAD* |SPD* |SPMx

6.A.3 + + ++ ++ + + ND ++
6.A.4 + ++ FHH++ ++ + + ND ++
6.A.5 ND ++ +++++ | ND + + ND +
6.A.6 ND ++ +HH+ + -+ + ND ++
6.B.1 + ND FHH++ + + + ND ++
6.B.2 ND ++ +HH++ + + + ND +
6.B.3 ND -+ HHHH+ + + + ND +
6.B.4 ND -t +HH++ + ND + ND +
6.B.5 ND -+ HHHH+ ++ -+ +++ ND +
7.A.1 ND + + ND ND ND ND o+
7.A.2 + ND +HH++ + + + ND +
7.A3 ND ot L ND ND ND +
7.A4 ND ++ +HH++ ++ +HHH+ + ND ++

60

* kmeny popsany v Ptiloze E

** HIS — histamin, FEA — fenylethylamin, TYM — tyramin, TRYP — tryptamin, PUT — putrescin, KAD — kadaverin, SPD — spermidin a
SPM spermin

ND — biogenni amin nedetekovan, ,,+ pod 10 mg-1?, ,++“ 10 — 50 mg-1?, ,+++“50 — 100 mg- 12, | ++++< 100 — 200 mg-1?%, | +++++
nad 200 mg-1*?
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Pokracovani Tabulky 5

kéd vzorku”

obsah biogennich amint [mg-ml™?]

HIS* |FEA* |TYM** |TRYP* |PUT* |KAD** |SPD** |SPM=**
8.B.2 ND +++++ +++++ ND ND ND ND +
883 ND ND ++ ND ND ND ND +

* kmeny popsany v Ptiloze E

** HIS — histamin, FEA — fenylethylamin, TYM — tyramin, TRYP — tryptamin, PUT — putrescin, KAD — kadaverin, SPD — spermidin a

SPM spermin

ND — biogenni amin nedetekovan, ,,+ pod 10 Em._-ﬁ ,, 10— 50 Em._-f , 50— 100 Em;.ﬁ ,,H <100 — 200 Bm._.ﬁ e

nad 200 mg-1*
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4.2 Vysledky 2. experimentu

V ramci 2. experimentu byly porovnavany dekarboxyla¢ni aktivity dvou
zakysovych dekarboxylaza pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp.
cremoris. Kmeny byly obdrzeny ze Sbirky mlékaiskych mikroorganizmi
Laktoflora — CCDM 824 (oznaceni dale Bgys) @ CCDM 946 (oznaceni dale Bogg).
Jejich dekarboxyldzovéa aktivita byla sledovdna v syrech holandského typu
podobu 90 dnt zrani syrt pii teploté 10 = 1°C. Kromé syrd obsahujici
dekarboxylaza pozitivni kmeny, které byly ptidany v pritbéhu technologie vyroby
syri, byly vyrobeny i kontrolni vzorky syrti (oznaceni dale A), pti jejichz vyrobé
byla pouzita pouze komercni kultura slozend z mezofilnich mikroorganizmt
(Laktoflora, Milcom, a.s., Ceska republika).

Analyza zakladnich parametrit

1. den zrani syrt u vSech vysledkd analyzy zakladnich parametrii nebyly
zpozorovany mezi vSemi vzorky zadné vyznamné rozdily. Obsah susiny byl 50,0
—53,0 £0,2 % (w/w) (Obr. 21), pH se pohybovalo v rozmezi 5,0 — 5,1 (Obr. 21)
a koncentrace NaCl byla stanovena 0,21 — 0,24 % (w/w) u vSech analyzovanych
vzorkll A, Bgos @ Boss. Koncentrace NaCl byla nizka z diivodu, Ze vzorky byly
odebrany po procesu prokysani, ale pfed samotnym nasolenim syra v soln¢ lazni.
Syry byly soleny az po odbéru vzorki slouzicich pro analyzy.

53,0
52,5
52,0
)
X 51,5
—
>
=
n
> 51,0 OA
%]
=
© B B824
2 50,5
B B946
20,0 EEE
Bl ety
- e
Piaietess
- e
b
49,5 i
, E
B
Bl ety
- e
Piaietess
- e
Fiaidiass
49,0

30. den 60. den

doba zrani vzort syrud [dny]

Obr. 21: Vysledky obsahu susiny vzorkii syrii 2. experimentu (4 bez pridavku

sledovaného kmene, Bgos a Boas S pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii
rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946.
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U kontrolnich vzorkli byla po celou dobu experimentu naméfena suSina
52,6 = 0,4 % (w/w). Nejnizsi obsah susiny 50,0 £ 0,5 % byl naméfen po celou
dobu skladovani a zrani syrti u vzorku inokulovaného kmenem Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824. Tyto mirné rozdily v obsahu susSiny mohly byt
zpusobeny odchylkou v ptisobeném tlaku v pritbé¢hu technologie vyroby syrt,
a to lisovani. Nicméné rozdily v obsahu suSiny jsou bez vyznamnych statistickych
rozdili.

Den po vyrobé syrt pred solenim byly namétené hodnoty srovnatelné. 30. den
zrani syrt byl u vSech vzorkd zpozorovan mirny pokles hodnot pH, které
se pohybovaly v rozmezi 4,7 — 4,9. Od 30. dne s rostouci dobou skladovani rostly
I hodnoty pH u vSech analyzovanych vzorkt. Na Obr. 22 je mozno vidét zmény
hodnot pH u kontrolnich vzorkti A iu vzorki inokulovanych dekarboxylaza
pozitivnimi kmeny. Lze v§ak konstatovat, ze 90. den zrani a skladovani syri byly
nejniz8§i hodnoty naméteny u vzorkli kontrolnich, tedy A. Naopak nejvyssi
hodnoty pH byly zjistény ve vzorcich Bgaa. Tyto rozdily hodnot nejsou vsak nijak
statisticky vyznamné (5,4 pro vzorek A a 5,6 pro vzorek Bgys). Pokles hodnot
pH Vv pribéhu prvnich 30tt dnli zrani syri mOZze byt disledkem
homofermentativniho kvaSeni laktézy pomoci bakterii mléného kvaSeni
(zejména diky bakteriim Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp., které ji vyuzivaji jako zdroj energie pro jejich rist a mnozeni)
(McSweeney a Sousa, 2004, s. 294).
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Obr. 22: Vysledky pH vzorkii syrui 2. experimentu (A bez pridavku sledovaného kmene,
Bs2sa @ Boss S pridavkem dekarboxylaza pozitivnich bakterii rodu Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946.
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Pokles pH v poc¢ate¢nim stadiu zrani byl zpozorovan i jinymi autory (Adams
a Nout, 2001, s. 156; Alewijn, 2006, s. 86; Pachlova etal., 2011, s. 106-107). Tyto
niz8i hodnoty pH jsou ddny tim, ze dochéazi k fermentaci laktdzy, kterd zlstala
v syfenin¢€. Dochdzi ke vzniku kyseliny mlécné jejiz ptitomnost syry okyseluje
(viz. 1.2.1 Metabolizmus laktozy a reakce kyseliny mlécn¢). Fox et al. (2000,
S. 487) ve své knize uvadi, ze laktdza je zcela rozloZena béhem prvnich dni zrani
syri. S dalsi dobou zrani mize vznikla kyselina mlé¢na reagovat (racemizace,
pfeména na formidt, acetat, etanol a oxid uhli¢ity). Tyto reakce kyseliny mlécné
se projevi naristem pH, coz tomu bylo i v naSem experimentu 60. a 90. den
ve vSech analyzovanych vzorcich (Fox et al., 1998, s. 342; 2000, s 387; 2004,
s. 521; Grossiord et al., 1998, s. 78; McSweeney a Sousa, 2000, s. 294; Pachlova
et al., 2011, s. 106-107; Roginski, Fuguay a McSweeney, 2002, s. 842). Obsah
NaCl byl od 30. dne zrani syrt 2,1 — 2,3 % (w/w) a tyto hodnoty se jiz do konce
experimentu nijak vyznamné¢ statistiky nelisily.

Na zéklad¢ vysledkl zékladnich parametrti syrti 1ze konstatovat, ze ptidavek
sledovaného kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946
v pribchu technologie vyroby syrii nemél Zadny vyznamny vliv na vybrane
parametry (obsah suSiny, pH a obsah NaCl).

Texturni profilova analyza

Vyvoj tvrdosti vSech sledovanych vzorkd syri po celou dobu zrani
a skladovani (90 dnu pii teploté 10 £ 1 °C) znazornuje Obr. 23. U kontrolnich
vzorkl A (vzorki, které byly inokulovany pouze komeréni mezofilni zékysovou
kulturou Laktoflora, Milcom, a.s. Ceska republika) byla ve vsech odbé&rovych
dnech zpozorovana vys$s§i tvrdost v porovnani se vzorky inokulovanymi
sledovanymi kmeny. 1. den ode dne vyroby byly hodnoty tvrdosti kontrolnich
vzorkil syrit A 45,4 0,2 N, zatimco u vzorkil Bgys a Boss byly naméteny hodnoty
36,0 £ 0,2 N a 36,5 = 0,3 N. Po celou dobu skladovani byl u vSech vzorki
zpozorovan klesajici trend tvrdosti az do konce doby zrani (90. den). Konecné
hodnoty tvrdosti byly 32,4 + 0,6 N pro kontrolni vzorky syra A, 26,8 = 0,5 N
pro vzorky Bgys (inokulované kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 824) a 28,0 = 0,8 N u vzorku Bgss (inokulované kmenem Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 946).

Snizovani tvrdosti v pribéhu zrani syrt, které bylo zpozorovano u vSech
Tento jev je dan tim, Ze béhem zrani syri dochézi k fad¢ proteolytickych reakci
bilkovin pomoci plisobeni pfitomné mikroflory. Pritomnost rozdilnych
mikroorganizmi muize byt 1 divodem odlisSnych hodnot mezi kontrolnimi vzorky
A a vzorky Bgys a Boss inokulované sledovanymi kmeny. Proteolyza bilkovin
probihd za soucasného vzniku volnych aminokyselin (viz. nize Analyza volnych
aminokyselin) (Bertolda et al., 2000, s. 208-210; Burika et al., 2013a, s. 1018-
1020; 2013b, s. 190-192; Pachlova et al., 2012, s. 1850; 2013, s. 1870; Pinho
etal., 2001, s. 290.
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Obr. 23: Vyvoj tvrdosti vzorkii syrii 2. experimentu v pribehu 90denniho zrani (A bez
pridavku sledovaného kmene, Bsa a Boss S pridavkem dekarboxyldaza
pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
a CCDM 946.

Mikrobiologicka analyza

Mikrobiologické analyze byly kromé vzorky laboratorné vyrabénych syri
podrobeny 1 vzorky zakysi. Provedenou mikrobiologickou analyzou bylo
zjisténo, ze V pripad¢ zakyst inokulovanych komer¢ni mezofilni kulturou
Laktoflora, Milcom, a.s. Ceska republika, byly detekovany niZsi poéty mléénych
kokti (8,0 = 0,8 log KTJ-ml?) ve srovnani se zékysy inokulovanymi sledovanymi
dekarboxylaza pozitivnimi kmeny. Zakys, ktery byl piipraven inokulaci kmene
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 (zakys pro vyrobu Bg,4) obsahoval
pocty mlé¢nych koki 8,2 + 0,4 log KTJ-ml?) a u zakysu inokulovaného kmenem
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 (uréeny pro vyrobu Bgsgs) byly
detekovany pocty kokt 8,4 = 0,7 log KTJ-ml?).

Tabulka 6 obsahuje pocty jednotlivych skupin mikroorganizmd, které byly
detekovany u modelovych vzorki syrti v pribéhu jejich zrani (90 dnti). Celkovy
pocet mikroorganizmli (zaméieny na sledovani pocti mezofilnich aerobnich
a fakultativné anaerobnich mikroorganizmi) u kontrolnich vzorkd A byl 1. den
ode dne vyroby nizsi (8,0 + 0,9 log KTJ-ml™?) neZ celkové poéty mikroorganizmi
u vzorktl Bgys (8,4 = 0,7 log KTJ-mI™?) a Boss (8,2 + 0,4 log KTJ-ml). Od 60. dne
zrani kontrolnich vzorkli A byl zaznamenan klesajici trend az do konce
experimentu (90. dne), kde kone¢né hodnoty celkovych pocti mikroorganizmi
byly 7,3 £0,5 log KTJ-ml™,
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U vzorkt s pfidavkem dekarboxylaza pozitivniho kmenu Bgys a Boss byly
hodnoty mezi 1. a 30. dnem téméf neménné, nicméné od 30. dne byl zaznamenan
pokles poctu celkovych mikroorganizmil. Tento pokles byl ponckud strmé&j$i nez
u kontrolnich vzorkd, coz mélo za nasledek, ze hodnoty celkového poctu
mikroorganizmii u vzorkd Bgys a Boss byly po 90 dnech zrani nizsi nez hodnoty
u kontrolnich vzorkd syrti A (6,8+ 0,5 log KTJ-mlt u vzorku Bgys a 6,7 = 0,3 log
KTJ-ml? u vzorku Bosg). Obdobny klesajici trend byl zaznamenan i u podtl
mlécnych kokii u vSech sledovanych vzorkli. Zatimco pocatecni hodnoty
mlé¢nych kokil byly v rozmezi 8,6 — 9,0 log KTJ-ml? (bez vyznamnych rozdila
mezi jednotlivymi vzorky), kone¢né hodnoty se pohybovaly 5,7 — 7,0 log
KTJ-ml?. Soucasné bylo zpozorovano, ze nejniz§i pocty mléénych koki
se vyskytovaly u kontrolnich vzorkd syru A.

Vyvoj poctu laktobacili mél zcela odlisny trend oproti dvéma ptedchozim
skupindm mikroorganizmii. V pribéhu zrani syrtt dochdzelo k pozvolnému
naristu az do 90. dne. Ponékud mirn€ nizsi pocty laktobacilli byly detekovéany
U kontrolnich vzorkli syri A v porovnani se vzorky inokulované sledovanym
mikroorganizmem (vzorky Bsgzs a Boss).

Pocty enterobakterii obdobné jako pocty BMK a CPM klesaly u vSech vzorkl
modelovych syrii po celou dobu experimentu. PoCty enterobakterii béhem 90 dnti
zrani klesly téméf na polovinu pitvodniho poctu a soucasné nebyly zpozorovany
74dné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky (2,3 — 2,7 log KTJ-ml?).
U skupiny enterokokl byly hodnoty po celou dobu zrani syrii téméi konstantni
a rovnéz jako u predchozi skupiny nebyly zpozorovany zadné vyznamné rozdily
mezi VZOTky A, Bgos a Boss.

Klesajici trend v prubéhu zrani syrti v poctu mléénych kokl ve své publikaci
uvedl 1 Fox et al. (2004, s. 547), ktery popisuje, Zze poc¢atecni hodnoty zékysovych
bakterii v syrech mohou dosahovat hodnot az 10° KTJ-g!. Tim se zakysové
bakterie fadi mezi dominujici mikrofloru v syrech. Nicméné s rostouci dobou
zrani syri mize dochazet ke sniZovani jejich pocti. Tento pokles sniZzeni poctu
mléénych kokli mize byt disledkem klesajicich hodnot pH, protoZze dochazi
K plnému rozkladu laktoézy, ktera zlstala v syrech pii technologii vyroby,
za vzniku kyseliny mlécné. Pokles poctu mléénych koki miize byt rovnéz
zpusoben 1 nasoleni syrl v solnych laznich a difuze NaCl skrz celou hmotu syra
v pribéhu jeho zrani. Vyskyt nezdkysovych laktobacili v tak vyznamnych
poctech u modelovych vzork syrt byl pravdépodobné diisledkem jejich ptenosu
ze vstupni suroviny, pasterovaného mléka (Fox et al., 2004, s. 473; Kletter, 1977,
s. 179-186; McSweeney et al., 2000, s. 299; 2004, s. 139).

Kletter (1977, s. 181) ve své publikaci uvedl, Ze 1 v ptipadé pritomnosti malého
postu laktobacilt v mléce (1 KTJ-ml?) mize dojit za optimalnich podminek
K vyznamnému nardstu jiz béhem nékolika tydnl a jejich pocty tak mohou
dosahovat hodnot az 10” KTJ-ml. Vzhledem k tomu, Ze detekované pocty
laktobacild byly u vSech vzorki srovnatelné, 1ze konstatovat, ze jejich pfitomnost
v modelovych vzorcich syri neméla vyznamny vliv na hodnoty sledovanych
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parametrti (pfedevsim obsah volnych aminokyselin a biogennich amint (Adams
a Nout, 2001, s. 184; Alewijn, 2006, s. 45; McSweeney , 2004, s. 138).

Obsah volnych aminokyselin

Vyvoj celkového obsahu vSech sledovanych volnych aminokyselin v pritbéhu
zrani modelovych vzorkl syrd je znazornén na Obr. 24. U vsech analyzovanych
vzorkill byl zaznamenan témeéf linedrni nartst koncentrace volnych aminokyselin
az do konce doby zrani (90. den). 1. den ode dne vyroby byl celkovy obsah
volnych aminokyselin srovnatelny (0,58 — 0,61 mg-kg™). v priibéhu 30 dnii ode
dne vyroby doslo k vyznamnému navySeni obsahu volnych aminokyselin,
pficemz vys§i obsahy byly zaznamenany u kontrolnich vzorkd syri
A (8,65 £ 0,04 mg-kg™) ve srovnani se vzorky Bgys a Boss (6,25 a 5,68 mg-kg™?).
V obdobi od 30. do 60. dne byla zaznamenana vyssi uroven proteolyzy u zejména
uvzorkli Bas (17,15 + 0,09 mgkg?). Narist celkového poctu volnych
aminokyselin byl zaznamenan 1 u dvou dalSich sledovanych modelovych vzorki
syru A a Bgpa, ale nariist nebyl tak vyznamny jako u vzorku Boas.
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Obr. 24: Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin v pritbehu 90denniho zrani
(A bez pridavku sledovaného kmene, Bgaa a Boss S pridavkem dekarboxyldza
pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

a CCDM 946).
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Tabulka 7 Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin a vybranych jejich zastupcti po dobu zrani kontrolnich
vzorki syrd A, syrd s prfidavkem kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 (Bss) a
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 (Bgas).

doba zrani | vzorek | leucin arginin ornitin tyrozin glutamova
[dny] [mg-kg] [mg-kg] [mg-kg] [mg-kg] kyselina
[mg-kg']
1 A 0,03+ 0,01 ND 0,04 + 0,01 0,03 £0,01 0,11 +0,01
Bs24 0,03 £0,01 ND ND 0,04 £ 0,01 0,13 +0,01
Boss 0,03+ 0,01 ND 0,06 = 0,01 0,03 £0,01 0,12 +0,01
30 A 1,33+ 0,05 0,05+ 0,01 0,42 + 0,03 0,28 £0,02 1,16 £ 0,05
Bsas 1,24 + 0,01 ND 0,12 £ 0,01 0,05 = 0,01 0,23 +0,01
Boss 0,84 £ 0,05 0,02 £0,01 0,22+ 0,01 0,04 £0,01 0,82 £0,05
60 A 2,00+ 0,08 0,05+ 0,01 0,60 = 0,04 0,36 +0,02 1,78 + 0,08
Bs4 1,54 £ 0,06 0,01 £0,01 0,08 £0,01 0,05 £0,02 1,09 £ 0,06
Boas 2,88 +0,07 0,02 +£ 0,01 0,24 + 0,02 0,05+0,01 1,13+ 0,07
90 A 2,72 +0,15 0,51 £0,01 0,69 + 0,01 0,39 £0,03 2,01 £0,15
Bs24 1,83+0,10 0,01 +£0,01 0,06 £ 0,01 0,07+0,01 1,61 +0,10
Boss 3,21+0,13 0,21 £0,01 0,18 £0,01 0,05+0,01 2,06 £0,13

ND — nedetekovand volna aminokyselina béhem stanoveni
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Obecné Ize konstatovat, Ze vyvoj obsahu volnych aminokyselin byl nejmirné;si
u vzorki inokulovanych kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
a nic se na tom nezménilo ani dalSich 30 dnt zrani vzorkl syrti detekované
(12,80 + 0,05 mgkg™). U kontrolnich vzorkii syrti byly naméfené hodnoty
17,93 £ 0,11 mgkg? a nejvyssi hodnoty celkového poétu volnych aminokyselin
byly stejné jako 60. den neméfeny u vzorku Bgss (20,78 £+ 0,1 mg-kg?). Tento
rostouci trend se dal predpokladat, nebot’ v pritbéhu zrani syrti dochazi k rozkladu
bilkovin za vzniku volnych aminokyselin. Rostouci trend volnych aminokyselin
béhem zrani syrli zaznamenala 1 fada autorti (Pachlova et al., 2011, s. 106-108;
Pinho et al., 2001, s. 289).

Rada autord pouvazuje volnou aminokyselinu leucin za indikatorovou
a reprezentativni ve srovndni s jinymi volnymi aminokyselinami (Fenelon
a Guinee, 2000, s. 152; Pinho et al., 2001, s. 290). Ze vSech 30 sledovanych
volnych aminokyselin dosahl leucin nejvysSich koncentraci u analyzovanych
vzorkt (Tabulka 7).

V prubéhu experimentu byl zaznamenan rostouci trend koncentrace leucinu
ajeho nejvyssi  koncentrace byly detekovany ve vzorku  Boss
(3,21 £ 0,13 mgkg? 90. den zrani modelovych vzorkil syrit), zatimco u vzorki
inokulovanych druhym sledovanym kmenem (Bsg24) byl narast nejnizsi
(1,83 £ 0,10 mg-kg™ 90. den zrani modelovych vzorkl syri).

Nemén¢ vyznamnymi volnymi aminokyselinami z hlediska mozné
dekarboxylace za vzniku biogennich amind je arginin, ornitin a tyrosin. Arginin
a ornitin mohou vstupovat do reakci, pti nichz mlize byt syntetizovan biogenni
amin putrescin. Putrescin mize byt plisobenim grampozitivnich bakteriemi tvofen
dvéma drahami, kde jako vstupujici aminokyseliny do téchto reakci je prave
ornitin a arginin. Tyrozin je pak prekurzorem pro vznik tyraminu (Fiechter, Sivec
a Mayer, 2013, s. 191; Ladero et al., 2012, s. 310). Sledovanim obsahu argininu
bylo  zjisténo, Ze¢ kjeho narGstu  doSlo  zeyjména v prvnich
30 dnech zrani syrd, nebot’ 1. den ode dne vyroby nebyl detekovan v zddném
Z analyzovanych vzork.

Na konci doby zrani syrt (90. den) byly obdrzeny rozdilné vysledky obsahu
argininu, pfiCemZ nejvysSich hodnot bylo dosdhnuto ve vzorku
A (0,51 £ 0,01 mg-kg™) a naopak nejniz$i koncentrace byly detekovany u vzorky
B824, nebot’ se jednalo o zanedbatelné mnozstvi (0,01 + 0,01 mg-kg?). Kolisavé
koncentrace byly detekovany pfi stanoveni obsahu ornitinu. 1. den bylo jeho
mnozstvi ve vSech vzorcich zanedbatelné (< 0,06 mg-kg™). Stejné hodnoty byly
u vzorky Bsgzs naméfeny i190. den zrani syri a v prub&éhu experimentu jeho
hodnoty kolisaly, nicméné u vzorkd Bgss a A byl 90. den zaznamendn narast
(0,18 £0,01 20,69 + 0,01 mg-kg™). stejné jako u pfedchozich vybranych volnych
aminokyselin u vzorku A rostla koncentrace tyrozinu v prubéhu skladovani
vzorkil a koneéné hodnoty se blizily k hodnoté 0,40 mg-kg™. Oproti tomu obsah
tyrozinu v obou inokulovanych vzorcich (Bgxs a Bgss) byl v zanedbatelném
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mnozstvi a v zadném z analyzovanych odbérovych dnii nepiekroc€il hranici
0,1 mg'kg? a vyvoj koncentraci tyrozinu byl v obou piipadech téméf shodny.
V neposledni fadé byl pozorovan i vyvoj obsahu glutamové kyseliny. Stejné jako
tomu bylo u leucinu, v tomto pfipadé doslo u vSech vzorkli k nartistu hodnot
po celou dobu zrani. Vyssi koncentrace v prvnich 60 dnech zrani vzorkl byly
nameéteny u kontrolnich vzork syra (A), ale dal§im 30dennim zranim se hodnoty
kyseliny glutamové mezi vzorky A a Bgss témét vyrovnaly (2,01 18 + 0,15
a2,06+£0,13 mg-kg?). Vzorek Bgy, se stejné jako u predeslych zafadil na posledni
misto s nejniz§im obsahem glutamové kyseliny (1,61 £ 0,10 mg-kg?). Volna
aminokyselina glutamova muize byt plisobenim aminotransferaz ¢i dehydrogenaz
preménéna

na a-ketoglutamovou kyselinu. Tato kyselina muize dale spolu s dalSimi
aminokyselinami (valin, leucin, izoleucin, methionin a fenylalanin) reagovat
zavzniku Streckerovych aldehydi. Tyto wvznikajici aldehydy se v syrech
nehromadi, protoze jsou pfeménovany na alkoholy nebo na pfislusné kyseliny.
Tyto vznikajici latky jsou tak soucasti slozitych biochemickych procesi, které
probihaji v pribéhu zrani syrfi a diky tomu, Ze do jisté miry se mohou podilet
na vysledné chuti a zejména vuni syru, a fadi se tedy i k senzoricky vyznamnym
latkam (1.2.3. Proteolyza a reakce volnych aminokyselin) (Fox et al., 2000, s. 75,
2004, s. 185; McSweeney a Sousa, 2000, s. 294; Yvon a Rijnen, 2001, s. 186).

Obsah biogennich amini

V prvni fazi by sledovan obsah biogennich aminti u bujéonu inokulovaného
sledovanym kmenem. V piipad¢ inokulace kmenem Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824 byla koncentrace biogennich amint 1517,8 mg-I. Hodnoty
biogennich aminti v bujonu inokulovanych kmenem Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 946  byly v porovnani s pfedchozim bujonem mirné niZzsi,
ato 1138,2 mg-I*. Rovnéz bylo zpozorovéano, Ze u obou bujont byl v nejvyssi
mife obsazen tyramin. Stejné jako bujony byly analyze obsahu biogennich aminti
podrobeny 1 provozni zakysy. Provozni zdkys inokulovan pouze komerc¢ni
mezofilni kulturou Laktoflora (Milcom, a.s., Ceska republika) obsahoval biogenni
aminy Vv zanedbatelném mnozstvi (7,7 = 0,8 mg-l"?). Oproti tomu zakysy
pfipraveny smichanim sterilovaného mléka a pfidavkem kmenti Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946 obsahovaly zna¢né vyssi
koncentrace biogennich aminii (165,5 +0,3 mg-I* a 150,5 + 0,6 mg-I?). Tyto
vyznamné vys$$i detekovany obsahy biogennich aminl v zdkysech s obsahujici
ptidavek dekarboxylaza pozitivniho kmene mohly byt diisledkem dekarboxylaci
volnych aminokyselin za sou¢asného vzniku biogennich amini. Zna¢né mnozstvi
biogennich amini mohlo byt i pfeneseno z ristového bujonu, ze kterého bylo
mléko pro tento druh zakysu inokulovan (Adams a Nout, 2001, s. 184; Alewijn,
2006, s. 45; Curtin a McSweeney, 2004, s. 440-448; McSweeney, 2004, s. 138).

Nejvice zastoupenym biogennimi aminy u vzorkll Bsxs @ Bess byl putrescin
a tyramin (Obr. 25 a 26).
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Obr. 25: Vyvoj koncentrace biogenniho aminu putrescinu v priubéhu 90denniho zrdni (A
bez pridavku sledovaného kmene, Bs2a @ Boss S pridavkem dekarboxyliza
pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
a CCDM 946).

Prvni den ode dne vyroby byly hodnoty obou biogennich aminli ve vSech
analyzovanych vzorkli zcela nevyznamné, ale béhem 30 dni doslo
K vyznamnému narGstu jejich koncentraci u vzorkt B s pfidavky dekarboxylaza
pozitivnich kmend. Obsah tyraminu a putrescinu u kontrolnich vzorku byl
po celou dobu zrani syri nevyznamny a nebyla ani v jednom piipadé piekrocena
hranice 10 mg-kg®. V piipadé koncentraci putrescinu byl jejich vyvoj mezi
VZOI’ky 8324 a 8946 zcela odhén}?

U vzorkl Boss byl zpozorovan linedrni nartst hodnot putrescinu a tim se na
konci doby zrani 90. den (808,6 + 0,7 mg-kg') hodnoty téméf vyrovnaly
s koncentracemi putrescinu detekovanych u vzorkii Bgy (873,0 £ 0,5 mg-kg™?).
Zatimco u vzorku Bgys koncentrace putrescinu rapidné vzrostly béhem 30 dnl
zrani syra a od 30. dne aZ do konce experimentu tyto hodnoty rostly pozvolné.
Stejné jako u predeslého biogenniho aminu, koncentrace tyraminu u kontrolnich
vzork(l syri nebyla pfekrocena hranice 10 mg-kg™.

Pti porovnani koncentraci tyraminu ve vzorcich Bgys @ Boss bylo zjiSténo, Ze jiz
b&hem 30 dnii byla u obou vzorkil pfekrodena hranice 100,0 mg-kg?, u vzorku
Bs24 koncentrace tyraminu dosahovaly dokonce hodnoty 266,3 + 0,5 mg-kg™.
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Obr. 26: Vyvoj koncentrace biogenniho aminu tyraminu v pribéhu 90denniho zrani
(A bez pridavku sledovaného kmene, Bg2a @ Boss S pridavkem dekarboxylaza

pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
a CCDM 946).

Od 60. dne byly vyssi koncentrace tyraminu detekovany u vzorkti Bgss jak
znazornuje Obr. 26. kone¢né hodnoty tyraminu 90. den zrani modelovych vzorka
syra byly 372,6 £ 0,7 5 mg-kg? (Bg) a 503,6 = 0,5 mg-kg? (Bess). Mimo jiné
bylo u vzorkd Bgys ve srovnani hodnot tyraminu 60. a 90. den zpozorovano,
ze doSlo  kmirnému  poklesu jeho obsahu (z 386,7 =+ 04
a 372,6 + 0,7 mgkg?). Nami detekovana koncentrace jak tyraminu,
tak i putrescinu ve vzorcich Bgys a Boss mohou byt z toxikologického hlediska
rizikové. Hodnoty obsahu tyraminu v od30. dne atakovaly hranici
125,0 mg-kg?, v nékterych piipadech ji dokonce né&kolikandsobné piekrodily.
Konzumace potraviny s takovym mnozstvim tyraminu by mohla negativné
ovlivnit konzumentovo zdravi, a to 1 c¢loveéka s funkénim detoxifikacnim
mechanizmem. Obzvlasté ohroZeni by mohli byt ti konzumenti, ktefi mimo jiné
uzivaji inhibitory aminooxiddaz. Dle nékterych autord by pro takovéto
konzumenty mohla byt nebezpeéna koncentrace tyraminu jiz 6,0 mg-kg
(Anonym 2011, s. 19; Halasz et al., 1994, s. 43; Onal, 2007, s. 1475; Santos, 1996,
S. 214; Ten Brink et al., 1990, s. 75). Stejné tak i konzumace takovych koncentraci
putrescinu by mohla mit negativni U€inky na lidsky organizmus. Putrescin
jerizikovy i zhlediska, Ze jeho negativni U¢inky mohou byt zvySovany
pusobenim ostatnich biogennich amin (pfedevs§im histaminu a tyraminu). Mimo
to mize putrescin reagovat s dusitany za vzniku karcinogennich nitrosaminii
(Bunkova et al., 2010, s. 881; Calzada et al., 2013, s. 4817; Drabik-Markiewicz
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et al., 2011, s. 1540; Gasarasi et al., 2001, s. 51-53; Karovi¢ova a Kohajdova,
2005, s. 71; Kostyukovskii a Melamed, 1988, s. 626; Yurchenko a Mélder, 2006,
s. 326).

Ostatni sledované biogenni aminy (tryptamin, fenyletylamin, kadaverin,
histamin, spermidin a spermin) byly detekovany v prubéhu celého experimentu,
ale jejich hodnoty se pohybovaly v nevyznamnych koncentracich. Jejich hodnoty
neptesahly koncentraci 10,0 + 0,5 mg-kg? v pribéhu 90denniho monitoringu
obsahu biogennich aminl u zadného ze sledovanych vzorkt (A, Bg2aa Bosg). Tyto
nizké hodnoty ostatnich biogennich aminii poukazuji na omezenou piitomnost
dekarboxylaza pozitivnich kment, které jsou schopny jejich produkce.

4.3 Vysledky 3. experimentu

Béhem 3. experimentu byla pozorovana schopnost dekarboxylovat volné
aminokyseliny za vzniku biogennich aminil u vybranych mikroorganizma kmene
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus (DEPE T3 — oznaceno dale jako Ts
a DEPE T36 — oznac¢eno dale jako T3s) a kmene Lactobacillus paracasei (DEPE
T51 - oznaceno Ts; a DEPE T52 — oznaceno Tsy). VSechny vybrané kmeny se tadi
mezi nezakysové bakterie mlééného kvaSeni, které se mohou v syrech pfirozené
vyskytovat, ale nejsou piiddvany zadmérné. Sledovani vzniku a mnozstvi
biogennich aminli a dalSich parametri probihalo po dobu 90 dni pfi teploté
10 £ 1 °C a vSechny sledované parametry byly porovnany s kontrolnimi vzorky
C, které byly skladovany pii stejnych podminkéach.

Analyza zakladnich parametrii syri

Jednim ze zékladnich parametr analyzy syrti byl obsah suSiny. Z vysledkt
vyplyva, Ze po celou dobu zrani a skladovani modelovych vzorka syrti byly
hodnoty susSiny 51,0 + 0,5 % (w/w), a to bez rozdilu mezi jednotlivymi vzorky
inokulovanymi sledovanymi kmeny a kontrolnim vzorkem (Obr. 27).

U hodnot pH byl zaznamenan nartist hodnot zeyména v obdobi prvnich 30 dnt
zrani. S dals$i dobou zrani (30. — 90. den) nebyl zaznamenan rostouci trend
a hodnoty se u vzorkl inokulovanych dekarboxyldza-pozitivnimi kmeny
pohybovaly v rozmezi 5,3 — 5,4. Mirné niz§i hodnoty byly zaznamenany
U kontrolnich vzorku syrt, které se pohybovaly v rozmezi 5,2 — 5,3 od 30. dne
zrani modelovych vzorkt syra.

Tyto rozdily ale v8ak nejsou statistiky vyznamné. ZvySovani hodnot pH muze
byt disledkem rozkladu vzniklé kyseliny mlééné za vzniku dalSich produkti.
Nezékysoveé bakterie mlécného kvaSeni mohou kyselinu mléénou rozkladat
na acetat a oxid uhlicity (McSweeney a Sousa, 2004, s. 294). Niz§i hodnoty pH,
které jsou disledkem pfemény laktdézy za vzniku kyseliny mlééné mohou
pfedstavovat nevhodné podminky pro fadu zékysovych bakterii mlécného
kvasSeni.
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Obr. 27: Vysledky obsahu susiny 3. experimentu kontrolnich vzorkii C a vzorki
s pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51

a DEPE T52.
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Obr. 28: Vysledky pH vzorkii syru 3. experimentu kontrolnich vzorku C a vzorku
S pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52.

76



Ty mohou aktivovat mechanizmy vedouci k potlaceni téchto podminek
(Lolkema, Poolman a Konings, 1995, s. 468; Zuljan et al., 2016, s. 64). Krom¢
rozkladu kyseliny mlé¢né dochdzi béhem proteolyzy ke vzniku alkalickych latek,
které rovnéz svou pritomnosti mohou ptispét ke zvySovani pH (Fox et al., 2000,
S. 488).

Prvni den ode dne vyroby syri byl obsah NaCl 0,21 + 0,03 % (w/w).
Od 30. dne se hodnoty NaCl syrt pohybovaly v rozmezi 1,9 — 2,1 % (w/w) a jejich
hodnoty do konce doby zrani ziistaly identické. Nizky obsah NaCl na pocatkt
zrani je z divodu toho, ze analyza byla provedena pied samotnym solenim
modelovych vzorkt syrit ponofenim v solné lazni.

Z namétenych vysledkti analyzy zakladnich parametra syrtu lze usoudit,
ze ptidavek kmenli do jednotlivych modelovych vzork syrG nemél Zadny
vyznamny vliv na obsah suSiny, pH a obsah NaCl, nebot’ nebyly zpozorovany
7adné vyznamné rozdily mezi kontrolnimi vzorky C a vzorky inokulované kmeny
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus (DEPE T3 a DEPE T36) a kmeny
Lactobacillus paracasei (DEPE T51 a DEPE T52).

Mikrobiologicka analyza

Soucasti mikrobiologické analyzy, kromé sledovani po¢tu vybranych skupin
mikroorganizmt u modelovych vzorkl syrt, byly sledovany i provozni zakysy,
kterymi byly inokulovany jednotlivé vyroby. Bylo zjisténo, Ze pocty laktobacilti
byly dle ocekavani vyssi ve vSech zakysech inokulovanych sledovanymi
nezdkazovymi bakteriemi (7,4 + 0,8 log KTJ-ml?t) nez u zékysu kontrolnich
vzorkl, ktery byl inokulovan pouze komeréni smetanovou kulturou Laktoflora
(Milcom, a.s., Ceska republika) 6,0 + 0,2 log KTJ-ml™). Naopak v piipadé podtu
kokii byly detekovany vysSi koncentrace u zékysu ptipraven¢ho pro kontrolni
vyrobu C (8,3 £ 0,3 log KTJ-ml?') v porovnani s modelovymi vzorky syrl
inokulované sledovanymi kmeny (7,2 £ 0,2 log KTJ-ml?). To je disledek toto,
7e komer¢ni smetanova kultura je slozend z mikrobidlnich druhli Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis
subsp. lactis var. diacetylactis.

Tabulka 8 obsahuje pocty jednotlivych skupin mikroorganizmu, které byly
sledovéany v priitbé¢hu 90denniho zrani modelovych vzorkl syrt.

Béhem 30 dnl zrani modelovych vzorkl syrii nebyly zaznamendny zadné
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky u celkovych pocti mikroorganizmi
(zejména mezofilni a fakultativné anaerobni bakterie). Celkové pocty se 1. den
pohybovaly v rozmezi 6,73 — 7,98 log KTJ-g'. Od 60 dne byl zpozorovan
klesajici trend, ktery byl az do 90 dne zrani vzorki syrii. Kone¢né hodnoty byly
5,23 — 7,28 log KTJ-g?, pii¢emz nejvyssi celkové poéty mikroorganizmi byly
U kontrolnich vzorkii C. Tento klesajici trend byl zaznamenan i v pfedchozim
experimentu a dal$imi autory (Combarros-Fuertes et al., 2016, s. 296; Porcellato
et al., 2013, s. 105) a maze byt disledkem postupného odumirani zédkysovych
bakterii. K poklesu jejich pocti muze dochéazet s rostouci dobou zrani diky
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pieméné laktdzy na kyselinu mlé¢nou a snizovani tak okolniho pH. Soucasné
mize mit na jejich pritomnost vliv i obsah NaCl a jeho diftizi skrz celou hmotu
syra (Fox et al., 2004, s. 473; Kletter, 1977, s. 179-186; McSweeney et al., 2000,
s. 299; 2004, s. 139).

V ptipadé¢ poctu mléénych kokl byl zaznamendn obdobny trend jako
u celkového poctu mikroorganizmii. Izolace bakterii mlécného kvaseni byla
zameétena na bakterie rodu Lactococcus, Leuconostoc a Streptococcus. Nejvyssi
pocty byly detekovany u kontrolnich vzorkd syrd (1. den 8,63 £+ 0,56
log KTJ-g!) a do konce doby zrani syri jejich poéty klesaly (5,80 = 0,26
log KTJ-gt). Vpiipadé vzorkd inokulovanych dekarboxylaza-pozitivnimi
nezakysovymi bakteriemi byly hodnoty srovnatelné a prvni den se pohybovaly
vrozmezi 7,06 — 7,98 log KTJ-gl. | vjejich piipadé dochizelo zejména
od 60. dne ode dne vyroby k pozvolnému poklesu jejich poctit az na hodnoty 6,06
— 6,96 log KTJ-g? a tak na konci doby zrani modelovych vzorki syrii byly vyssi
posty mlé¢nych koktli u kontrolnich vzorka syrt.

Hodnoty laktobacili mély zcela odliSny trend vyvoje v pribéhu zrani oproti
dvéma predchozim skupinam. U laktobacili dochazelo k mirnému narustu jejich
poctl v pribéhu zrani syra. Rovnéz bylo zjisténo, Ze niZsi pocty laktobacill byly
u kontrolnich vzorki (5,80 + 0,26 log KTJ-g ). Porovnanim hodnot laktobacilii
mezi jednotlivymi vzorky inokulovanymi kmeny Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus (DEPE T3 a DEPE T36) a kmeny Lactobacillus paracasei (DEPE T51
a DEPE T52) nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily. 90. den ode dne vyroby
pocty laktobacilti byly 7,49 — 7,89 log KTJ-g™.

Pocty enterokokil v pribéhu zrani kolisaly, avSak na konci doby zrani byly
detekovany obdobné hodnoty (4,57 — 5,72 log KTJ-g!) jako poéty detekované
prvni den zrani modelovych vzorki syrd (5,04 — 5,73 log KTJ-g1). Soudasné lze
konstatovat, Ze mezi kontrolnimi vzorky a vzorky inokulované dekarboxylaza-
pozitivnimi kmeny nebyly zadné vyznamné rozdily. V piipad¢ enterobakterii
pocty po celou dobu zrani klesaly bez rozdilli mezi vSemi analyzovanymi vzorky
(2,26 — 3,48 log KTJ-g1).

Ackoli tyto bakterie mohou rovnéz pattit mezi producenty biogennich amin,
na zéklad¢ téchto vysledkii lze konstatovat, Ze jejich ptitomnost neméla
vyznamny vliv na vysledky obsahu biogennich amini, nebot’ mezi kontrolnimi
vzorky a vzorky inokulované sledovanymi kmeny byly pocty enterokoku
a enterobakterii srovnatelné (Adams a Nout, 2001, s. 184; Alewijn, 2006, s. 45;
McSweeney, 2004, s. 138).
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Pokracovani tabulky 8

doba zrani | vzorek | poéty mikroorganizmi vybranych skupin [log KTJ-g"]

[den] CPM¥ BMK laktobacily | enterobakterie | enterokoky

60 C 7,89 £ 0,44 6,76 £ 0,42 6,24 + 0,40 5,70+ 0,40 2,95 +0,20
Ts 7,19 +£0,37 7,86 £ 0,47 8,07 £0,29 5,78 £ 0,34 2,78 £0,18
T3 5,67 +0,34 7,05 +0,46 7,52 £0,38 498 +0,38 3,53 +£0,20
Ts1 7,28 £0,43 6,99 + 0,50 7,92 £ 0,60 4,80+ 0,28 3,97 +0,25
Tso 6,65 + 0,26 6,33 £ 0,29 7,68 +0,53 5,06 £0,35 3,61+ 0,25

90 C 7,28 £ 0,40 5,80+ 0,26 5,72+ 0,31 5,48 £ 0,36 2,30+ 0,08
Ts 6,86 + 0,40 6,89 + 0,51 7,89 +£ 0,56 5,72+ 0,30 2,26 0,14
T3 5,23+0,29 6,96 £ 0,36 7,73 £0,34 4,57 +£0,30 3,02+£0,16
Ts1 7,11+ 0,50 6,82 + 0,50 7,49 + 0,33 4,65 +0,20 3,48 £0,17
Tso 6,23 £ 0,38 6,06 £ 0,30 7,79 £ 0,39 5,15+0,23 3,20 £ 0,21

) celkové pocty mikroorganizmi (zejména mezofilni a fakultativng anaerobni mikroorganizmy)
b) bakterie mlééného kvaseni (zahrnujici bakterie rodu Lactococcus, Leuconostoc a Streptococcus)
C — kontrolni vzorek inokulovan zakysem z komeréni kultury Laktoflora Milcom a.s., Ceské republika

Ts, T3s, Ts1a Ts2 — vzorky inokulované kromé komerénim zakysem i sledovanymi kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE
T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52.
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Nami zpozorovany klesajici trend mlécnych kokt byl popsan 1 Fox et al. (2004,
s. 547). Na pocatku zrani syri mohou byt mlé¢né koky dominujici mikroflorou,
avSak s rostouci dobou zrani a probihajicimi reakcemi dochazi ke sniZzovani jejich
pocti (vliv pH, obsah NaCl). Pfitomnost nezdkysovych bakterii u kontrolnich
vzorkil syri mohla byt disledkem pfenosu z mléka, jez byly tyto syry vyrabény,
nicméné jejich pocty byly vyznamné niz$i nez u vzorkd inokulovanych
sledovanymi kmeny (Fox et al.,, 2004, s. 473; Kletter, 1977, s. 179-186;
McSweeney et al., 2000, s. 299; 2004, s. 139).

Obsah volnych aminokyselin

Celkovy obsah aminokyselin a jeho zmén v pribéhu zrani jednotlivych
modelovych vzorki syrt je znazornén na Obr. 29. V prubéhu zrani vSech vzorki
dochazelo knarGstu celkového obsahu volnych aminokyselin disledkem
probihajici proteolyzy. Prvni den zrani syri byly celkovy obsahy aminokyselin
téméf identické bez rozdilu mezi jednotlivymi vzorky (5,45 +0,05 g-kg™). Dalsich
30 dni zrani dochazelo k pozvolnému nartstu hodnot, pfi¢emz u vzorkl
kontrolnich a vzorkti inokulovanych kmeny Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus (Ts a Tsg) byla urovefi proteolyzy téméi identicka (2,39 -2,42 g'kg?) a
soucasné vyssi nez u dalSich dvou sledovanych kmeni Lactobacillus paracasei
(Ts1a Tsp) (1,83 £0,09 a 1,51 +0,08 g‘kg'l).
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Obr. 29: Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin 3. experimentu kontrolnich
vzorkii C a vzorkii s pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus
paracasei DEPE T51 a DEPE T52
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60. den zrani vzorki byl zaznamendn vyznamny nartst celkového obsahu volnych
aminokyselin zejména u vzorku T3 (inokulovany kmenem Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 (6,73 + 0,34 g-kg™?), zatimco u ostatnich vzork® doslo
K vyznamnému narstu hodnot od 60. do 90. dne zrani modelovych vzorki syrt.
Na konci doby zrani byly nejnizsi hodnoty volnych aminokyselin detekovany
zejména u vzorkd kontrolnich (6,89 = 0,36 g-kg?) avzorki inokulovanych
kmenem Lactobacillus paracasei DEPE T51 (6,85 = 0,34 g-kg™?). Nejvy$si iroven
proteolyzy byla zpozorovana u vzorkli inokulovanych kmenem Lactobacillus
paracasei DEPE T52 (7,58 £ 0,35 g-kg™?). Rostouci trend u viech pozorovanych
vzorkli se dal predpokladat, v diisledku probihajici proteolyzy, kdy dochézi
k rozkladu bilkovin pravé za vzniku volnych aminokyselin (BioCyc Database
Collection, 2016; Bunkova et al., 2009, s. 534; 2011, s. 113; Fiechter, Sivec
a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo etal., 2013, s. 39; Pachlova et al., 2016, s. 2;
Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 841). Rist obsahu volnych
aminokyselin byl popsan i Pachlovou et al. (2011, s. 106-108) a Pinho et al. (2001,
s. 289). Celkovy obsah volnych aminokyselin koresponduje s koncentraci leucinu
Vv jednotlivych vzorcich (Obr. 30).
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Obr. 30: Vyvoj obsahu leucinu v 3. experimentu kontrolnich vzorku C a vzorku
S pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52

Leucin je fadou autorti povazovan za indikatorovou volnou aminokyselinu,
kterd slouZi pro posouzeni intenzity proteolyzy béhem zrani syri. Tato Uroven
proteolyzy je zavisld zejména na proteolytické aktivit¢ enzymi ptitomné
mikroflory. Po proteolyze buné€k mohou byt proteolytické intracelularni enzymy
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uvolnény do prostiedi syra, kde mohou nasledné hydrolyzovat peptidové vazby
(Fenelon a Guinee, 2000, s. 151-154; Sousa, Ardo a McSweeney, 2001, s. 328).
Po celou dobu byl u leucinu zaznamenan rostouci trend ve vSech vzorcich.
Na pocatku zrani syri byly hodnoty leucinu bez vyznamnych rozdili mezi
jednotlivymi vzorky (22,1 — 22,5 mg-kg™). 30. den byl zpozorovan nejvyssi narist
jeho koncentrace u vzorku kontrolniho (C), kde hodnoty ptesahovaly hranici
400,0 mgkg!. Vzorky inokulované kmeny Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T3 a DEPE T36 mély srovnatelné koncentrace leucinu, které
se blizily k hranici hranici 400,0 mg-kg?. Nicmén& u vzorki Lactobacillus
paracasei DEPE T51 a DEPE T52 nebyla proteolyza prvnich 30 dnu tak
vyznamna. U vzorku Ts; byly koncentrace leucinu 30. den vice nez 3 x niZsi nez
u kontrolnich vzorkd (159,7 + 9,2 mgkg!). Kdal§imu narGstu dochazelo
I po dalsi dobu zrani vzorkt, kde koneéné hodnoty 90. den pifesahovaly hranici
1000,0 mg-kg™. Soucasné byl zpozorovan vétsi narlist obsahu leucinu u vzorki
Ts2 (1240,5 + 59,6 mgkg?') ajeho hodnoty se vyrovnaly vzorkim Ts
(1271,0 + 65,3 mg-kg?) a T3 (1267,3 = 61,8 mg-kg™?). Nejvyssi koncentrace
leucinu na konci doby zrani byly detekovany u kontrolnich vzorkt syri (1396.,4
+ 63,9 mg-kg?).

Vyznamnou aminokyselinou z hlediska jeji mozné dekarboxylace za vzniku
biogenniho aminu tyraminu je tyrozin (Obr. 31).
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Obr. 31: Vyvoj obsahu tyrozinu V 3. experimentu kontrolnich vzorkii C a vzorkii

S pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52
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Obsah tyrozinu na pocatku zrani vSech vzorkd byl v rozmezi 43,9 — 44,8
mg-kg?. U tif vzorki (C, Ts; a Tsz) byl po celou dobu zrani modelovych vzorka
syru byl zaznamenan rostouci trend jeho koncentrace. Na konci doby zrani syrt
se hodnoty u téchto vzork pohybovaly vrozmezi 1652 — 224,3 mgkg?.
U vzorkt inokulovanych kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3
a DEPE T36 byl 30. den zaznamenan vyznamny pokles koncentrace tyrozinu
(1,1£+ 0,1 mgkg? pro Tz a 5,7 £ 0,7 mg'kg™! pro Tz). Do konce doby zrani
U téchto vzorkli Vv ptipad€ tyrozinu doSlo k velmi malému nartstu jeho
koncentrace (12,4 — 15,3 mg-kg™). Tyto koncentrace byly ve srovnani s ostatnimi
ttemi vzorky vice nez desetindsobné nizsi. Volnd aminokyselina tyrozin mize byt
diky biochemickym procesim V pfitomnosti tyramin-pozitivniho kmene
dekarboxylovana za vzniku biogenniho aminu tyraminu (Fiechter, Sivec a Mayer,
2013, s.191; Ladero et al., 2012, s. 310).

Obsah biogennich aminii

Obsah biogennich aminti byl sledovan nejen ve vzorcich po 90denni skladovani
pii teplot¢ 10 £ 1 °C, ale 1 u provoznich zdkysl, jenz byly inokulovany
ptislusnymi kmeny. Mléko pied prokysanim, které bylo inokulovdno komer¢ni
zékysovou kulturou obsahovalo pouze 2,5 + mg-1?. Provozni zakysy, které byly
pfidany v priibéhu vyroby jednotlivych modelovych vzorkl syrli, inokulované
sledovanymi kmeny obsahovaly biogenni aminy ve vysi 99,68 + 3,9 mg-1?
(pro vyrobu vzorkl T3), 86,2 £ 3,3 mg-1? (pro vyrobu vzorki Tzs), 14,66 £ 0,6
mg-1" (pro vyrobu vzorkii Ts;) a 14,97 £ 0,7 mg-1* (pro vyrobu vzorkl Tsy).
Z téchto vysledkil lze usuzovat, Ze vySSi dekarboxylaza-pozitivni aktivitu
vykazovaly kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE
T36, protoze hodnoty biogennich aminti Vv jimi inokulovanych zakysech byly
az 6 x vys$si nez v zakysech inokulované kmeny Lactobacillus paracasei DEPE
T51 a DEPE T52.

Obr. 32 znazoruje vyvoj celkového obsahu biogennich amind v priubéhu zrani
vSech modelovych vzorka syrt. U kontrolnich vzorkli C, které byly pfipraveny
ze zakysu inokulovaného komeréni zakysovou kulturou Laktoflora (Milcom, a.s.,
Ceské republika), nebyly po celou dobu zrani syrti detekovany zadné obsahy
biogennich amini.

U ostatnich sledovanych vzorkii byl celkovy obsah biogennich aminti
srovnatelny bez vyznamnych rozdilt (18,1 — 27,4 mgkg?!). U vSech vzorka
inokulovanych nezékysovymi dekarboxyldza-pozitivnimi kmeny byl zpozorovan
rostouci  trend  celkového  obsahu  biogennich  amind.  Nicméné
od 30. dne byly sledovany vyznamné rozdily v koncentraci biogennich amint
zejména mezi kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus a kmeny
Lactobacillus paracasei. U vzorki kmeny Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52 byly kone¢né koncentrace srovnatelné bez vyznamnych rozdilt (90,1
— 94,4 mg-kg?). Zatimco u vzorkll inokulovanych kmeny Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 byly koncentrace biogennich aminti az 3,5
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x vyS§§i. Rovnéz bylo zpozorovano, Ze v porovnani mezi témito kmeny nejvyssi
dekarboxyldzova aktivita byla prokdzana u vzorkdl inokulovanych kmenem
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36, kde hodnoty biogennich
amind jako u jediného ze viech vzorki piekraGovaly hranici 300,0 mg-kg™.
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Obr. 32: Vyvoj celkového obsahu biogennich aminiiV 3. experimentu kontrolnich vzorkiu
C a vzorku s pridavkem dekarboxyldaza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei
DEPE T51 a DEPE T52

Stejné jako u celkového obsahu biogennich aminti 1 v pfipadé¢ sledovani obsahu
tyraminu byly u kontrolnich vzorkd nulové koncentrace (Obr. 33).
U 4 sledovanych kmenil byly po¢ate¢ni koncentrace tyraminu nizké (3,5 — 4,5
mg-kg?) bez vyznamnych rozdilti mezi jednotlivymi vzorky. Obdobny trend jako
byl zaznamenan u celkového obsahu biogennich amini byl zaznamenan
1 u koncentraci tyraminu. V prvnich 30 dnech doSlo k vyznamnému narustu
koncentrace tyraminu zejména u vzorkil inokulovanych kmeny Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36. S dalsi dobou zrani doslo
K nejvétsimu ristu obsahu tyraminu zejména Vv piipad¢ vzorkt Tss, kde konecné
koncentrace dosahly hodnoty 222,1 + 10,8 mgkg™. Zna¢na tyramin-pozitivni
dekarboxylazova aktivita byla zaznamenéana i u druhého kmene Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus (DEPE T3), protoze jeho hodnoty byly
188,2 + 10,6 mgkg?. Vyznamné niz§iho obsahu tyraminu bylo dosazeno
u vzorkd inokulovanych kmeny Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52,
nebot’ hodnoty tyraminu 90. den nepiesahly hranici 50,0 mg-kg™.
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Obr. 33: Vyvoj obsahu biogenniho aminu tyraminu v 3. experimentu kontrolnich vzorkii
C a vzorku s pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei
DEPE T51 a DEPE T52

Z naméfenych dat biogennich aminl lze usoudit, ze kmen Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus vykazuje znaéné¢ vys§i tyramin-pozitivni
dekarboxylazovou aktivitu nez kmen Lactobacillus paracasei. Soucasné
Ize konstatovat, ze tyramin-pozitivni dekarboxylazova aktivita ve srovnani
kment Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 je vyssi
u Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36, zatimco dekarboxylazova
aktivita mezi kmeny Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52
je srovnatelna. Konzumace potravin s tak vysokym obsahem tyraminu (zejména
Vv ptipad¢ prvnich dvou kmentl) miiZze negativné ovlivitovat konzumentovo zdravi.
Vyrazné vice by tak mohli byt ohroZeni zejména lidi se sniZzenou aktivitou
detoxifika¢nich mechanizmu nebo ty, kteti konzumuji inhibitory aminooxidaz
(Anonym 2011, s. 19; Halasz et al., 1994, s. 43; Onal, 2007, s. 1475; Santos, 1996,
S. 214; Ten Brink et al., 1990, s. 75).
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5. SOUHRNNA DISKUZE

Experimentalni ¢ast této dizertatni prace se =zabyvala sledovanim
dekarboxylazové aktivity u vybranych kmena zékysovych a nezékysovych
bakterii v redlném systému modelovych vzorka ptirodnich syrd. Syry byly
podrobeny chromatografické analyze pro detekci 8 biogennich amind (tryptamin,
fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin, spermin) pro
kvantifikaci a vyvoj jejich koncentrace v pribéhu 90denniho zrani.
Mikroorganizmy s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou, které byly vybrany pro
produkce biogennich aminti za optimalnich podminek v dekarboxylacnim médiu.

Posouzeni dekarboxylazové aktivity vybranych kmeni inokulovanych

Vv dekarboxylaénim médiu bylo soucasti 1. experimentu. Z rozsahlych vysledk
bylo zjisténo, ze témef zadny z izolovanych kmenti neprokazoval spermidin-
pozitivni dekarboxylazovou aktivitu, nebot’ koncentrace tohoto biogenniho aminu
byla nalezena pouze u 4 ze 79 sledovanych kmenti. Obdobnych vysledkt bylo
dosazeno 1 v piipad¢ schopnosti dekarboxylace histidinu za vzniku biogenniho
aminu histaminu. Pouze u kmene 5.B.2, identifikovan jako Leuconostoc
mesenteroides byla zaznamenana vyznamna histamin-pozitivni dekarboxylazova
aktivita. Schopnost produkovat histamin pomoci tohoto druhu popsalo ve svych
studiich fada autorti (Hsu et al., 2009, s. 933; Kim et al., 2003, s. 452; Tsai et al.,
2005, s. 462). Hsu et al. (2009, s. 933) posuzoval histamin-pozitivni
dekarboxyldzovou aktivitu u toho kmene, jenz byl izolovan ze susenych vzorki
ryby Chanos stiibfity.
Vyznamnych vysledkli z hlediska pozitivni dekarboxylazové aktivity bylo
dosazeno vzhledem ke schopnosti produkovat biogenni amin putrescin
a kadaverin. 1 izolovany kmen (identifikovany jako Bacillus licheniformis)
prokazal vyznamné kadaverin-pozitivni dekarboxylazovou aktivitu, nebot’
koncentrace kadaverinu v dekarboxyla¢nim médiu dosahovala hodnot, které by
mohly mit vliv na lidsky organizmus v ptfipadé konzumace takovych potravin
(Gasarasi et al., 2001, s. 51-53; Karovicova a Kohajdova, 2005).

Ptitomnost putrescinu v potravinach by samo o sobé nemé¢lo Zadny vyznamny
negativni vliv na lidsky organizmus. Nejvetsim rizikem konzumace vysSsich davek
putrescinu ve stravé je fakt, ze dokaze zesilovat negativni U¢inky dalSich
biogennich amin, a to histaminu a tyraminu. U 17 kment byla zpozorovana vyssi
putrescin-pozitivni dekarboxylazova aktivita. Tyto kmeny byly identifkovany
napiiklad jako Bacillus licheniformis, Pseudomonas jessenii, Acinetobacter
johnsonii, Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Enterobacter
cloacae, Lactobacillus paracasei a Lactococcus lactis. V ptipadé bakterii rodu
Lactococcus lactis byla pozitivni dekarboxylazova aktivita pro vznik putrescinu
popsana i V jinych studiich (Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Innocente
etal., 2007, s. 1285; Santos et al. 2003, s. 597-606). Obdobné vysledky byly
dosazeny i ve 2. experimentu, kde u vzorka inokulovanych kmenem Lactococcus
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lactis subsp. cremoris doslo k produkci putrescinu v komplexnich podminkach
modelovych vzorkt syri.

Nejcastéji produkovanych biogennim aminem a Vv nejvyssich koncentracich byl
tyramin. Celych 60 % ze vSech 79 izolovanych kment produkovalo tyramin
Vv koncentracich vys§ich nez 200,0 mg1t. U né&kterych izolath byla dokonce
detekovana koncentrace tyraminu vy$$i nez 1000,0 mg-1t. Tyramin je spolu
vysokych koncentraci tyraminu mize mit znacné negativni G¢inky na lidsky
organizmus (Anonym 2011, s. 19; Halasz et al., 1994, s. 43; Onal, 2007, s. 1475;
Santos, 1996, s. 214; Ten Brink et al., 1990, s. 75). Vyznamna tyramin-pozitivni
dekarboxylazova aktivita byla detekovana napiiklad u Enterococcus faecalis,
Serratia fonticola, Bacillus licheniformis, Pseudomonas jessenii, ale také
U bakterii rodu Lactococcus spp. Shodnych vysledki bylo dosazeno
I V nasledujicim experimentu. Bylo zjisténo, Ze ve vzorcich s pfidavkem
Lactococcus spp. dochdzelo k vyznamné produkci biogenniho aminu tyraminu.
Dekarboxylazovou aktivitou téchto bakterii v podminkach in vitro, tedy stejné
jako v nasem 1. experimentu (dekarboxylacni médium piedstavujici optimalni
podminky pro rist danych mikroorganizmi, se zabyvala ve své studii Bunkova
et al. (2009, s. 537; 2010, s. 884). Vysledkem experimentti Bunikova et al. (2009,
s. 537; 2010, s. 884) bylo potvrzeni, ze u kmenti Lactococcus lactis subsp.
cremoris byla potvrzena znac¢na tyramin-pozitivni dekarboxylazova aktivita, coz
se potvrdilo 1 naSimi vysledky v 1. experimentu (Bunkova et al., 2009, s. 536;
Ladero et al., 2012, s. 310).

Z vysledkti sledovani dekarboxylazové aktivity ve 2. experimentu plyne,
ze testované kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 produkovaly ve vyznamnych
koncentracich biogenni aminy tyramin a putrescin, ¢imz potvrdily
ptedpokladanou tyramin-pozitivni dekarboxylazovou aktivitu. Ta byla jiz diive
popsany ve studii Bunikové et al. (2009, s. 535; 2010, s. 884; 2011, s. 115).
V téchto publikacich byla prokazana tyramin-pozitivni dekarboxyldzova aktivita
v dekarboxyla¢nim médiu, které predstavuje optimalni podminky, které vybrany
kmen vyzaduje. Buiikkova et al. (2009, s. 536) avSak uvadi vysSi schopnost
dekarboxylovat tyrozin za soucasného vzniku tyraminu kmenem Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824. Nicméné na zaklad¢ vysledkl stanoveni
obsahu biogenniho aminu tyraminu v prostfedi komplexniho systému syra byl
zpozorovan opacny jev, a to ze vyssi tyramin-pozitivni dekarboxylazovou aktivitu
v porovnani kmend Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946
projevil kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946. To koresponduje
I s vysledky stanoveni obsahu tyrozinu, prekurzor vzniku tyraminu. Nizsi hodnoty
tyrozinu byly detekovany pravé u kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris
CCDM 946. Nizs8i detekované hodnoty tyrozinu u vzorkli Bgss mohou byt
disledkem vyssi tyramin-pozitivni dekarboxylazové aktivity a schopnosti tak
dekarboxylovat tyrozin za vzniku tyraminu ve vyssi mife nez druhy sledovany
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kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824. Vyssi produkce biogenniho
aminu tyraminu maze byt i disledkem piitomnosti vys$siho po¢tu mlécnych kokt
u vzorkl Boss. Vys8i pocty bakterii mlééného kvaSeni byly zpocatku shodné mez
jednotlivymi vzorky, ale od 30. dne ode dne vyroby syri se zacaly pocty mléénych
kokti vice zvySovat u vzorkl Boas.

Zpozorovana putrescin-dekarboxylazova aktivita v modelovych vzorcich syra
ptirodniho typu, které¢ byly inokulovany kmeny Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946 byla
v souladu s vysledky, které publikoval Santos et al. (2003, s. 597-606). Ten ve své
studii publikoval schopnost produkce putrescinu puasobenim poddruhu
Lactococcus lactis subsp. cremoris. V naSem experimentu byly detekovany
koncentrace putrescinu, které na konci doby zrani modelovych vzorkd syru
piekracovaly hranici 800 mg-kg™?. V souladu s témito detekovanymi vysokymi
koncentraci putrescinu koresponduji i koncentrace volnych aminokyselin arginin
a ornitin, protoZe jejich hodnoty byly vyrazn€ niz§i nez u vzorkli Bgys @ Boss
V porovnani s koncentracemi ziskanych ze vzorki kontrolnich syrt. Tyto nizké
detekované koncentrace argininu a ornitinu mohly byt disledkem pusobenim
dekarboxylaza-pozitivnich kmeni, diky nimz k dekarboxylaci ornitinu a argininu
za vzniku pravé tak vyznamnych koncentracich putrescinu. Sou¢asné byla béhem
tohoto experimentu prokazana vyssi putrescin-pozitivni dekarboxyldzova aktivita
u kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824.

Vznik vysokych koncentraci putrescinu u vzorkt inokulovanych sledovanym
kmenem by mohly byt rovnéz i disledkem piitomnosti vyssiho poctu mlécnych
kokdi u obou vzorki v porovnani s kontrolnimi vzorky A (Fiechter, Sivec
a Mayer, 2013, s. 191; Innocente et al., 2007, s. 1285).

popsala zna¢nou tyramin-pozitivni dekarboxylazovou aktivitu unami
sledovanych kmenti v podminkach in vitro. Tyto podminky ptedstavuji optimalni
prostiedi (zpravidla dekarboxylaéni médium) pro optimalni rast sledovaného
kmene. Soucasné vsak uvedla, ze putrescin byl v téchto optimalnich podminkach
tvofen v nevyznamnych koncentracich, a tudiZz putrescin-pozitivni
dekarboxylazova aktivita sledovanych kment byla povazovana za velmi nizkou.
Nicméné v komplexnim prosttedi vzorkd syrQi z naSich vysledk vyplynulo,
ze oba sledované kmeny maji znacnou putrescin-pozitivni dekarboxylazovou
aktivitu, protoze dochazelo k tvorbé vysokych koncentraci putrescinu. A tyto
hodnoty byly naméteny jak u kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824, tak i kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946. K odlisnym
vysledkiim mezi publikaci a naSim experimentem mohlo dojit diky rozdilné
schopnosti dekarboxylovat pfislusné volné aminokyseliny za vzniku daného
biogenniho aminu v syrech oproti dekarboxylaéni aktivité in vitro (v kultiva¢nim
médiu). Z tohoto divodu je nutné kmeny testovat nejen v optimalnich
podminkéach kultivacnich médii, ale pfedevSim i1 v komplexnich systémech
potravin, kde schopnost produkce biogennich amini mize byt znaéné rozdilna
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(Bunikova et al., 2009, s. 537; 2010, s. 882; McSweeney, 2004, s. 129-135; Ktizek
et al., 2014, s. 466-467; Ten Brink et al., 1990, s. 74; Linares et al., 2012, s. 2-3;
Shalaby, 1996, s. 676).

Dekarboxylaza-pozitivni aktivita byla zpozorovana i u vSech sledovanych
kmenti nezakysovych bakterii, které¢ byly zvoleny vradmci 3. experimentu
(Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36, Lactobacillus
paracasei DEPE T51 a DEPE T52). V pribéhu 90denniho zrani modelovych
vzorkl syra pfi teplot¢ 10 £ 1 °C byly produkovany biogenni aminy u vSech
vzorkid inokulovanych nezdkysovymi bakteriemi, zatimco u vzorkl kontrolnich
biogenni aminy nebyly detekovany vibec. Soucasné bylo zpozorovano,
ze k vyznamnéjsi produkei biogennich aminti dochazelo u vzorki inokulovanych
kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus, zejména pak u kmenu
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36. Tento fakt koreluje
I s vysledky koncentrace biogenniho aminu tyraminu, kde nejvyssi koncentrace
byly neméteny u vzorkd inokulovanych kmenem Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T36. Koncentrace biogenniho aminu tyraminu tak tvotila az 66 %
z celkové koncentrace vSech 8 sledovanych biogennich aminti. Mikrobiologickou
analyzou bylo zjiSténo, ze dochdzelo k poklesu pocti zakysovych bakterii,
zatimco pocty nezakysovych bakterii se S rostouci dobou zrani syri zvySovaly.
Tento trend je shodny i s tvrzenim, které uvedl ve své knize Roginski et al. (2002,
s. 640). Hodnoty po¢tu mlé¢nych kokl klesaji vlivem okolnich podminek
(zejména pH a koncentrace NaCl), zatimco nezakysové bakterie jsou vici témto
okolnim podminkdm odolnéjsi, a naopak mize dochazet k jejich ristu béhem
zrani. Tento jev byl zpozorovan 1 v nasem experimentu. Zatimco pocty mlécnych
kokt klesaly, pocty nezakysovych bakterii (laktobacilll) rostly zeyména v prvnich
30 dnech zrani syrti. Vzhledem k tomu, Ze pocCty laktobacilii byly u vzorka
inokulovanych sledovanymi kmeny témét identické, 1ze z toho konstatovat, ze za
piitomnosti stejného poctu laktobacili doslo k vyznamnéjsi produkci biogenniho
aminu u kment Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36.
To potvrzuji 1 vysledky obsahu volné aminokyseliny tyrozinu. Zatimco
u Kontrolnich vzorkd A a vzorkd inokulovanych kmeny Lactobacillus paracasei
DEPE T51 a DEPE T52 dochazelo k nartstu hodnot tyrozinu po celu dobu zrani
vzorkl,, u vzorkt syrd inokulovanych kmeny Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T3 a DEPE T36 doslo k vyznamnému poklesu hodnot tyrozinu
jiz 30. den zrani syrd. A do konce doby zrani modelovych vzorkl syrt byly
koncentrace tyrozinu v tomto piipadé velmi nizké (vice neZz desetinasobné).
To mutize byt dusledkem toho, Ze diky vysoké tyramin-pozitivni dekarboxylazové
aktivit¢ u vzorkli Tz a Tss dochdzelo ke znatné dekarboxylaci aminokyseliny
tyrozinu za vzniku biogenniho aminu tyraminu. Na pozitivni tyramin-pozitivni
dekarboxylazovou aktivitu poukazal ve své studii Bover Sid et al. (2008, s. 271),
ktera potvrdila pozitivni dekarboxylazovou aktivitu u Lactobacillus curvatus
CTC273. pozitivni dekarboxylazova aktivita je uvadéna v publikaci Pereirea,
Barreto-Crespo a San Romano (2001, s. 211).
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6. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Zprovedené literarni reSerSe, a piedevSim ze ziskanych vysledkd, Ize
vysledovat nasledujici piinosy pro védni obor:

byla stanovena dekarboxyldzova aktivita pocetnych kment, které
se vruznych fazich vyroby a skladovani nachazi v tvarozich, coz
je informace, ktera nebyla v literatuie dostupna;

byl popsan vyvoj obsahu biogennich aminti dekarboxyldza pozitivnimi
kmeny vybranych zakysovych a nezédkysovych bakterii mlééného kvaseni
Vv redlnych redlnych podminkach ptirodnich syri;

bylo zjisténo, ze nékteré zakysové bakterie (Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946)
vyznamnym zplisobem produkuji biogenni aminy ve zrajicich ptirodnich
syrech;

bylo zjiSténo, Ze rovnéZz vybrané nezdkysove bakterie mléEného kvaSeni
(Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3, Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T36, Lactobacillus paracasei DEPE T51
a Lactobacillus paracasei DEPE T52) vyznamnou mérou piispivaji
k vyskytu biogennich aminti v realnych systémech pfirodnich syru;

V realném komplexnim systému piirodnich syr byl srovnan vyvoj obsahu
biogennich aminid vyse uvedenymi zdkysovymi i nezdkysovymi bakteriemi
mlécného kvasSeni.

Z provedene literarni reSersSe, a ptredevSim ze ziskanych vysledk, 1ze vysledovat
nasledujici pfinosy pro praxi:

V tvarozich samotnych se sice nachazely malé koncentrace biogennich
amini, ale ptfitomna mikrofléra ma velky potencial produkovat biogenni
aminy. Toto je zadsadni pro zdravotni nezavadnost produktl, kam se tvaroh
vyuziva jako surovina, a evokuje to potifebu preventivné sledovat tyto
procesy Vv praxi;

bylo zjiSténo, Ze v praxi vyuzivané zdkysové kultury mohou vyznamné
produkovat biogenni aminy. Timto zjiSténim lze opét podpofit potiebu
aktivniho sledovani dekarboxyldzové aktivity mikroorganizm, které se do
potravin z technologickych divodi piidavaji;

vyrobnim podniklim 1ze rovnéZz doporucit, aby sledovaly obsahy biogennich
aminl ve svych produktech;

zachycené kmeny nezakysovych bakterii (pokud podniky takova sledovani
provadi) by mély byt mimo jiné vySetfovany na dekarboxylazovou aktivitu,
aby mohl byt odhadnut jejich pfispévek k obsahu biogennich amini
konkrétniho vyrobku u konkrétniho producenta.
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7. ZAVER

Ptirodni syry patii mezi fermentované potraviny, které mohou zrat od nékolika
dntli po nékolik mésicii, v nékterych piipadech i let. Syry predstavuji komplexni
systém, v némZ diky zrdni dochézi k fad€ biochemickym reakcim. V pribéhu
téchto reakci dochazi k formovani findlni textury syra, které je pro danou skupinu
typicka. Pi1 slozitych biochemickych reakcich dochéazi ke vzniku velkého
mnoZzstvi senzoricky aktivnich latek, které se nasledné podileji na finalni chuti
a viini syra. Tyto biochemické reakce jsou diisledkem pfitomnosti zékysovych
a nezdkysovych mikroorganizmii v syrech. Zakysové bakterie jsou ty, které
se piidavaji v prabéhu technologie vyroby syrti, zatimco nezékysové bakterie
se do syrli dostaly v pritbé¢hu technologickeho procesu, ale vyznamnou mérou
se podili na biochemickych procesech v pribchu zrani syra
a na charakteristickych  vlastnostech dan¢ho syra. U téchto bakterii
(at’ uz zdkysovych nebo nezakysovych) mize byt ve vys§i mife pozorovana
pozitivni dekarboxylazova aktivita a ve finalnich vyrobcich, syrech, mize byt
kumulovén vysoky obsah biogennich aminil. Zna¢né koncentrace biogennich
amind mohou byt nositelem rizika vzniku otrav a nezadoucich vlivli na lidsky
organizmus.

Na zaklad¢ vysledkl experimentalni Casti této dizertani prace lze ucinit

nasledujici zavéry:

- tvarohy (v jednotlivych fazich vyroby i u findlnich produktl) vytvari
prosttedi pro vyskyt dekarboxyldza pozitivnich mikroorganizmii;

- nejvice produkovanym biogennim aminem u kment izolovanych ze vzorki
tvarohil byl tyramin. K jeho produkci dochéazelo u 42 % vSech izolovanych
kmeni;

- tyramin-pozitivni dekarboxylazova aktivita v podminkach in vitro byla
zpozorovana u kment Enterococcus faecalis, Serratia fonticola, Bacillus
licheniformis, Pseudomonas jessenii, ale také u bakterii rodu Lactococcus;

- u 19 kment z celkem 79 izolovanych (v rdmci jednotlivych fazi vyrobniho
procesu i u finalnich produktd) byla zjisténa také znacna produkce
putrescinu a kadaverinu. K vyznamnym producentim vySe uvedenych
biogennich aminti patii napiiklad kmeny Bacillus licheniformis,
Pseudomonas jessenii, Acinetobacter johnsonii, Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, Enterobacter cloacae, Lactobacillus paracasei
a Lactococcus lactis);

- nazaklad¢ piredchozich studii bylo selektovano 6 kment (Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
946, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36,
Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52) zéakysovych
I nezakysovych bakterii mlécného kvaseni, které jsou dekarboxylaza
pozitivni. S t€émito kmeny byly realizovany vyroby modelovych vzorkl
ptirodnich syrt holandského typu;
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- Vkontrolnich vzorcich (bez ptfidavku dekarboxyldza pozitivnich
mikroorganizmi) byly detekovany v prubéhu 90denniho zrani pii teploté
10 + 1 °C zanedbatelna mnozstvi biogennich amint;

-V modelovych vzorcich ptirodnich syra holandského typu dekarboxylovaly
zakysoveé bakterie mlééného kvaseni (konkrétné dekarboxyldza pozitivni
kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 946) volné aminokyseliny za vzniku vyznamnych
koncentraci biogennich aminti (zejména tyramin a putrescin), a to v pribéhu
90denniho zrani pfti teploté 10 + 1 °C;

- byla prokdzdna vys$si tyramin-dekarboxylazova aktivita u Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 946 nez u kmene Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824 za stejnych podminek;

- rovné¢Z  sledované  nezakysové  bakterie = mlécného  kvaSeni
(konkrétné dekarboxylaza pozitivni kmeny Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T3 a DEPE T36, Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52) produkovaly v realnych vzorcich ptirodnich syri vyznamna
mnozstvi biogennich aminit v pribéhu 90denniho zrani pii teploté
10+ 1 °C;

- nezakysové bakterie mlécného kvaseni (vybrané dekarboxyldza pozitivni
kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36,
Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52) dekarboxylovaly volné
aminokyseliny za vzniku vyznamné vysokych koncentraci biogennich
aminil v pribéhu celého 90denniho zrani syra (dekarboxylace piedev§im
tyraminu);

- vys8$i tyramin-dekarboxyldzova aktivita za stejnych podminek byla
prokazana u u dvou bakterii rodu Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52 nez u bakterii rodu Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
DEPE T3 a DEPE T36.

Z vyse uvedencho plyne jednoznaény vyznam sledovani obsahu biogennich
aminl v pfirodnich syrech 1 u bakterii, které se do syrii ptidavaji prostfednictvim
Cistych mlékarskych kultur. Zjist€ni obsahli biogennich aminli u konkrétniho
vyrobce a identifikace plivodce pak muize ptispét k redukci téchto latek
ve finalnich produktech a v koneéném disledku ke zvySeni bezpe€nosti
ptirodnich syra.
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11. SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
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AMK
BA
BAI
BMK
CCDM
CPM
KTJ
MO
MRS agar
OoDC
PCA
PCR

SB agar

Agmatin deimindzova draha

Aminokyseliny

Biogenni aminy

,Bilogenic Amine Index‘ ukazatel kaZeni potravin
Bakterie mlé¢ného kvasSeni

Sbirka ml¢katskych mikroorganizm Laktoflora
Celkovy pocet mikroorganizmii

Kolonie tvoricich jednotek

Mikroorganizmus

Mann, Rogosa & Sharpe agar

Ornitin dekarboxyldzova draha

Plate count agar

,Polymarase Chain Reaction* Polymerazova fetézova
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Slanetz-Bartley agar
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12. PRILOHY

Piiloha A: Déleni syru a nejcastéjsi sloZeni startérovych kultur (Fox et al.,
2000, s. 29; 2004, s. 87)

skupiny podskupiny

;o ;o casté slozeni zakysovych kultur
syri syri

- Streptococcus thermophilus

- Lactococcus lactis subsp. lactis

- Lactococcus lactis subsp. cremoris

v t&ste - Lactococcus lactis subsp. lactis var.
diacetylactis

syry - Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

S plisni - Penicillium roqueforti

- Lactococcus lactis subsp. lactis

- Lactococcus lactis subsp. cremoris
na povrchu - Lactococcus lactis subsp. lactis var.
diacetylactis

- Penicillium camemberti

- bakterie rodu Lactococcus
- - Streptococcus thermophilus
- Brevibacterium linens

syry zrajici
na povrchu

- Streptococcus thermophilus

- Lactobacillus helveticus

- Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
- Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

extra tvrdé

syry Svycarského typu

- Streptococcus thermophilus

- Lactobacillus helveticus

tvrde - Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
- Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

syry zrajici - Propionibacterium spp.
uvnitf
hmoty

syry holandského typu

- Lactococcus lactis subsp. lactis

- Lactococcus lactis subsp. cremoris

- Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

- Leuconostoc lactis

- Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

- Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis

polotvrde

- Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
pasta filata - Lactobacillus helveticus
-Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

110




Priloha B: Teplotni a elu¢ni program pouzity pro stanoveni koncentrace
volnych aminokyselin (Buiikova et al., 2009, s. 534)

¢as [min] | ¢inidlo teplota kolony [°C]
0-2 pufr A

246 pufr B 40

46 — 83 pufr C 65

83-101 |pufrD

101 - 162 | pufrE 70

162 — 180 | 0,2 ml.I"* LiOH

180 — 213 | pufr A 40
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Piiloha C: SloZeni pufri pro chromatografickou analyzu volnych
aminokyselin na 1000 ml (Buiikova et al., 2009, s. 534)

i pufr

¢inidlo A 1B C D E
monohydrat kyseliny citronové [g] | 9,56 | 10,19 | 10,05 | 9,50 | 8,96
citrat litny [g] 2,08 3,24 |6,25 |15,45|50,02
chlorid lithny [g] 6,68 7,01 |12,01|7,01 |28,32
azid sodny [g] 0,10(0,10 0,20 |0,10 |0,10
thiodiglykol [ml] 25 |25 |- - -
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Priloha D: Elu¢ni program pro separaci 8 biogennich aminu v zavislosti
na Case

¢as [min] | mobilni faze A” [%] | mobilni faze B™ [%0]
0,0 39 61

0,1 39 61

1,4 30 70

3,5 17 83

4,0 0 100

9,5 0 100

11,5 39 61

15,5 39 61

kde * mobilni faze sloZzena z 10% acetonitrilu
** mobilni faze slozena ze 100% acetonitrilu
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Piiloha E: Seznam izolovanych kmeni, jejich znaceni a identifikace

pomoci  hmotnostni  spektrofotometrické  detekce Maldi-Tof
z 1. experimentu
kod , ) ) e
vzorku vyskyt Maldi-Tof MS identifikace
1.1 Lactococcus piscium
1.2 syrové mléko Pseudomonas fragi
1.3 Enterococcus faecalis
2.1 ) ; Bacillus licheniformis
2.2 pasterovane Lactobacillus sp.
pasterované mlé¢ko . .
2.3 . 1w s Serratia fonticola
odstfedéné — za - . - -
2.4 asterem Bacillus licheniformis
2.5 P Bacillus licheniformis
3.1 Pseudomonas brenneri
3.2 Bacillus subtilis
3.3 Klebsiella oxytoca
3.4 Pseudomonas brenneri
3.5 , Vo, Bacillus licheniformis
mléko odstiredéné — - -
3.6 72 pasterem Pseudomonas jessenii
3.7 P Bacillus licheniformis
3.8 Staphylococcus spp.
3.9 Bacillus licheniformis
3.10 Acinetobacter johnsonii
3.11 Bacillus subtilis
4.A.1 Acinetobacter johnsonii
4.A.2 Acinetobacter johnsonii
4.A.3 1éko pied Acinetobacter johnsonii
4.A.4 21? ;)ég f; _ Wroba Pseudomonas brenneri
4.A5 & 1y vy Enterococcus faecium
4.A.6 ' Enterococcus faecium
4.A.7 Bacillus licheniformis
4.A.8 Bacillus amyloliquefaciens
4B.1 Pseudomonas brenneri
4.B.2 neidentifikovan
4.B.3 1éko pied neidentifikovan
4.B.4 E;lf Soéﬁ ir;_ "roba Pseudomonas brenneri
4.B.5 & 2y vy Escherichia hermannii
4.B.6 ' Enterococcus faecalis
4.B.7 Enterococcus faecalis
4.B.8 Bacillus licheniformis
5A.1 neidentifikovan
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5A.2 Citrobacter freundii

5.A.3 tvarohovina pied Enterococcus faecium

5A4 Kréjenim — p Enterococcus faecium

5.A5 vyroba & 1 Bacillus subtilis

5.A.6 ' Bacillus amyloliguefaciens

5A.7 Bacillus licheniformis

5.B.1 Leuconostoc mesenteroides

5.B.2 Leuconostoc mesenteroides

5.B.3 tvarohovina pted Enterococcus faecalis

5.B4 krajenim — vyroba ¢. | Enterococcus faecalis

5.B.5 2 Bacillus licheniformis

5.B.6 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

5.B.7 Bacillus subtilis

6.A.1 Enterococcus faecium

6.A.2 Lactobacillus fructivorans

6.A.3 tvarohové zrno — Bacillus pumilus

6.A.4 vyroba €. 1 Bacillus licheniformis

6.A.5 neidentifikovan

6.A.6 Lactobacillus fructivorans

6.B.1 Enterococcus faecium

6.B.2 , Enterococcus faecalis
tvarohové zrno — -

6.B.3 , y Enterococcus faecalis

6.B.4 vyroba ¢. 2 Enterococcus faecalis

6.B.5 Bacillus licheniformis

7.A.1 Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

1.A2 tvaroh jemny ve Enterococcus faecium

7.A.3 spotiebitelském Enterococcus faecium

7.A4 baleni — vyroba Enterococcus faecium

7.A.5 ¢.1-1.den Bacillus sonorensis/licheniformis

7.A.6 skladovani Lactobacillus plantarum

1.A.7 Bacillus licheniformis

7.B.1 tvaroh jemny ve Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

/.B.2 spotiebitelském neidentifikovan

7.B.3 baleni — vyroba Enterococcus faecalis

7.B.4 ¢.2—-1.den Enterococcus faecalis

7.B.5 skladovani Lactococcus lactis

8.A.1 tvaroh jemny ve Streptococcus thermophilus

8.A.2 spotiebitelském Leuconostoc pseudomesenteroides

8.A.3 baleni — vyroba Lactobacillus paracasei
¢.1-25.den

8.A4 skladovani Enterococcus italicus

8.B.1 Leuconostoc pseudomesenteroides

115




8.B.2

8.B.3

tvaroh jemny ve
spottebitelském
baleni — vyroba

¢.2—25.den
skladovani

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

neidentifikovan
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