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ABSTRAKT

Cilem ptedlozené prace je studium moznosti redukce obsahu biogennich aminti
v realném systému piirodniho syra. Vysoka koncentrace biogennich amint
V potravindch piedstavuje pro spotiebitele zdravotni riziko, kterého je tieba se
vyvarovat. Pro naplnéni cile byly pouzity jako technologicky trend vybrané
mikrobidlni kmeny mlécnych ty€inek schopné redukce koncentrace biogennich
amind, jejichz aktivita byla potvrzena v piedeslych studiich in vitro. Kromé
pouzitych mikroorganizmi byl déle sledovan vliv pouZitého obalového materialu
(smrstitelnd folie, kopolymerni natér a potravinaisky vosk) na akumulaci
biogennich aminli v pribéhu zrani. Vzorky modelovych pfirodnich syrt byly
v pribéhu celé zraci periody pribézné odebirany a podrobeny chemické
(stanoveni obsahu suSiny, obsahu tuku, obsahu soli, hodnoty pH, posouzeni
vyvoje proteolyzy prostfednictvim  stanoveni volnych aminokyselin
a kvantifikace biogennich amini), fyzikalni (méteni vyvoje texturnich vlastnosti)
a mikrobiologické analyze (stanoveni celkového poctu mikroorganizmi, plisni,
kvasinek, bakterii mlééného kvaSeni, Enterobacteriaceae a Enterococcus).
Pouzité¢ doplitkové mikrobidlni kmeny nemély vliv na zdkladni chemické
parametry a na tvrdost pfirodnich syri, zatimco pouziti rizné¢ho obalového
materidlu ovlivnilo obsah suSiny a texturni profil. Aktivitou vybranych
dopliikkovych kment doSlo k zasadni redukci akumulace biogennich aminti béhem
zrani pfirodnich syri. Mikrobidlnim kmenem s nejintenzivnéjSi degradacni
aktivitou byl Lacticaseibacillus casei CCDM 198, u kterého byla prokazana

nejucinngj$i degradacni aktivita viici fenylethylaminu, kadaverinu a putrescinu.



ABSTRACT

The aim of the presented work is to study the possibilities influencing
decarboxylase activity in the real system of natural cheese. High
concentrations of biogenic amines in food pose a health risk to consumers that
should be avoided. To fulfil the goal, selected microbiological strains with
decarboxylation activity were used as a technological trend, which was
confirmed in previous in vitro studies. In addition to the microorganisms used,
the effect of the packaging material used (shrink film, Plasticoat copolymer
coating and food wax) on the accumulation of biogenic amines during ripening
was also monitored. Samples of model natural cheeses were continuously
taken during the entire ripening period and subjected to chemical
(determination of dry matter content, fat content, salt content, pH values,
assessment of development of proteolysis and quantification of biogenic
amines), physical (measurement of textural development) and microbiological
analysis (determination of total number microorganisms, fungi, yeasts, lactic
acid bacteria, Enterobacteriaceae and Enterococcus). The adjunct microbial
strains used did not affect the basic chemical parameters and the hardness of
the natural cheeses, while the use of different packaging materials had a
significant effect on the dry matter content and the textural profile. The
selected adjunct strains significantly influenced the course of biogenic amine
accumulation during ripening of natural cheeses. The microbial strain with the
most intense degradation activity was Lacticaseibacillus casei CCDM 198
which showed the most effective degradation activity against

phenylethylamine, cadaverine and putrescine.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Chut’ a viin¢€ jsou charakteristické vlastnosti syrii. Tyto vlastnosti jsou
vysledkem biochemickych reakci, ptfi kterych vznikd vétSina senzoricky
aktivnich latek (Calzada et al., 2013; Fox et al., 2004; Roginski et al., 2002).
Rada zmén je pozorovéana uz béhem vyroby syri s tim, Ze nejvyznamngjsi
casti celé vyroby je proces zrani, pii kterém dochazi k nejrozsahlejSim
chemickym 1 fyzikdlnim zméndm. Béhem zrani syr( dochazi zejména
k rozkladu kaseinu, coz vede k akumulaci volnych aminokyselin, které mohou
byt aktivitou pfitomné mikroflory preménovany na fadu senzoricky aktivnich
latek, ale rovnéz mohou byt dekarboxylaci preménény na biogenni aminy

(Church et al., 2002).

Biogenni aminy patfi mezi nizkomolekularni latky, které disponuji
biologickou aktivitou. Nékteti zastupci biogennich aminti (serotonin, histamin
a tyramin) hraji dileZitou roli ve fyziologii Clovéka 1 zvifat. U rostlin
predstavuji kli€ovou roli biogenni aminy jako putrescin, spermidin a spermin.
Obecné lze fici, Ze biogenni aminy mohou vznikat v potravinach ve vyssich
koncentracich aktivitou jak zakysovych (Streptococcus, Lactobacillus
a odvozené rody, Lactococcus, Leuconostoc), tak zejména kontaminujicich
mikroorganizmi (pfedevsim Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella
a Enterococcus) a mohou pro konzumenta predstavovat zdravotni riziko
(Laleye et al., 1987; Halasz et al., 1994; Edwards et al., 1981; Stratton et al.,
1991). NejcastéjSim mechanizmem vzniku biogennich amind je
dekarboxylace aminokyselin. Konkrétné se v syrech béhem zrani akumuluje
nejCastéji tyramin, ktery byva obsazen mimo jiné i v Cerveném ving,
kvasnicich, anebo v rybach (Kaplan et al., 1974). Soufasna konzumace
potravin a napoji s moznym vysokym obsahem biogennich amint pak muze
vyrazné zvysit pravdépodobnost zhorSeni zdravotniho stavu konzumenta.

Z tohoto pohledu je zddouci hledani moZnych cest, jak sniZit obsah biogennich



aminl v potravinach. PiedloZeny text vyuziva pojmenovani mikroorganizmi

dle nové nomenklatury (Zheng et al., 2020).

1.1 Biogenni aminy
1.1.1 Obecna charakteristika biogennich amini

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekuldrni dusikaté slouceniny
vznikajici pti metabolickych procesech zvitat, rostlin 1 mikroorganizmi (Vale
& Gloria, 1998). Mizeme je zatadit dle chemické struktury do tfi hlavnich

skupin:

a) alifatické — putrescin, kadaverin, spermin, spermidin
b)  aromatické — tyramin, fenylethylamin
c)  heterocykly — histamin, tryptamin

Neékteti autof1 navic zatazuji kadaverin, putrescin, spermin a spermidin
mezi polyaminy (Ktizek & Kala¢, 1998).

BA slouzi 1 jako prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidii
a nukleovych kyselin (Santos, 1996). Hraji daleZitou roli v regulaci ristu
bunék a genové exprese, a tim tedy ovliviluji syntézu proteinii (Kusano et al.,
2008; Galgano et al., 2012). BA mohou pro ¢lovéka znamenat zdravotni
riziko, nebot pfi vétsi koncentraci v lidském téle muze dojit k jejich nitrosaci
za vzniku N-nitrososloucenin (K#izek & Kalac, 1998), které jsou povazovany
za karcinogenni latky. Pii metabolické detoxifikaci BA v organizmu hraji
hlavni roli enzymy monoaminooxidaza, diaminooxidédza
a histaminmethyltransferdza (Santos, 1996). BA vznikaji pfevazné
enzymaticky  z aminokyselin ~ endogenni  dekarboxyla¢ni  aktivitou
mikroorganizmi, ale v nékterych ptfipadech mohou vznikat aminaci nebo

transaminaci aldehydu a ketond (Juneja & Sofos, 2010).



1.1.2 Moznosti redukce obsahu biogennich amint v potravinach

Pro redukci BA v potravinach byly doposud navrzeny rizné strategie,
napt. inhibice bakterii produkujicich tyto aminy, pouziti vhodné pasterace
s cilem rozsahlé inaktivace mikroorganizmi véetné dekarboxylaza-aktivnich,
snizeni proteolytické aktivity (snizeni obsahu volnych aminokyselin) nebo

zkraceni doby zrani.

V této kapitole budou zminény nejvyznamngjsi techniky vyuZivané
pro redukci obsahu dekarboxylaza-aktivnich mikroorganizmii pii vyrobé syrt.

ey e

postupy:
a) baktofugace,

b)  pasterace,
C) mikrofiltrace,

d)  vysokotlaka homogenizace.

Baktofugaci je vysokorychlostnim odstfedénim eliminovana vétSina
bakterii a spor. Hlavnim cilem je odstranit nezddouci mikrobidlni kmeny, resp.
jejich spory (Clostridium tyrobutyricum), které ptezivaji pasteracni zahiev
a mohou se podilet na vyvoji nezddoucich vad a znehodnoceni vysledného
produktu (Fox et al., 2004).

Béhem pasterace mléka dochéazi k sniZzeni poctu mikroorganizmil
s cilem zajistit zdravotni nezdvadnost produktu eliminaci patogennich
mikroorganizmi (Li et al., 2021). Soucasné je také zdhfevem Castené
inaktivovan pyridoxal fosfat, ktery je kofaktorem dekarboxyla¢ni aktivity
(Ladero et al.,, 2011.) BA nejsou termicky Ilabilni, a proto ani
po vysokoteplotnim oSetifeni nebyva jejich obsah zredukovan. Z legislativniho
hlediska, dle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004,

kterym se stanovi zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny Zzivocisného
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ptivodu, se pasterace mléka dosahuje nasledujicimi oSetfenimi: 1) vysokou
teplotou po kratkou dobu (nejméné¢ 72 °C po dobu 15 sekund); ii) nizkou
teplotou po dlouhou dobu (nejméné¢ 63 °C po dobu 30 minut) nebo

1ii) jakoukoli jinou kombinaci ¢asu a teploty vedouci k rovnocennému u¢inku.

Mikrofiltrace patfi mezi Gspé€$né technologie pouZivané pro sniZeni
poctu bakterii a spor v mléce primyslovym odvétvim (Head & Bird, 2013).
Hlavnim problémem této technologie je vSak ucpani membrany vyvolané
adsorpci a usazovanim castic na aktivnim filtraCnim povrchu membrany.
Zaneseni této membrany bylo vzdy predmétem studia a v posledni dobé jsou
uz i nova feSeni, kterd jsou zaloZena na rovnomérném transmembranovém
tlaku na filtracni plose, kde je udrzovan jednotny tok permeatu (Fernandez-

Garcia & Rodriguez, 2014).

Z pohledu omezeni aktivity nezddoucich mikroorganizmu se jako
nejuspesnéjsi uprava mléka pii vyrobé syru jevi vysokotlaké (400-600 MPa)
oSetieni po pasteraci (Arqués et al., 2006; O’Reilly et al., 2000). Toto oSetieni
zni¢i  nejen  skupiny  mikroorganizmi  schopné  dekarboxylace
(mikroorganizmy, které ptezily pasteracni zdhtev), ale soucasné jsou také

inaktivovany enzymy podporujici dekarboxylaci aminokyselin za tvorby BA

(Calzada et al., 2013).

Dale se v potravinarském primyslu jako prevence vzniku BA vyuZivaji
I mikroorganizmy schopné metabolizace BA. Kromé& kmend produkujicich
BA existuji také mikrobialni kmeny, které maji schopnost produkovat enzymy
se schopnosti oxidovat BA v potravinach (La Gioia et al., 2011). Pfi tomto
detoxifika¢nim procesu se nejvice uplatiuji enzymy aminooxidazy (Ladero et
al., 2010), coz jsou tedy enzymy zodpovédné za degradaci BA.
Pti metabolizaci BA se konkrétné uplatiuji dva typy aminooxidaz:
(1) monoaminooxidéza a (ii) diaminooxidaza. Tyto enzymy se bézné€ vyskytuji

v eukaryotach, plisnich (napf. Aspergillus niger) a bakteriich. Plisobenim
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téchto enzymi jsou BA degradovany na netoxické produkty, které jsou dale
vylucovany bunikou (Gardini et al., 2002). Tyto enzymy nejprve metabolizuji
BA deaminaci sprodukci NHs; a H;O, vV ptfitomnosti kysliku. Vzniklé
aldehydy jsou déle oxidovany na odpovidajici kyseliny, které mohou byt
transportovany do centrdlniho metabolizmu bunék (Cooper, 1997). Tato
metabolickd cesta miize byt vyuzita 1 jako zdroj NHz v médiich chudych
na dusik. Nejvyssi aktivity aminooxidazy dosahuji v neutralnim az alkalickém

prostiedi za pfitomnosti kysliku (Dapkevicius et al., 2000).

Mnoho mikroorganizml dokaze tyto enzymy produkovat, a proto je
vhodné tyto kmeny aplikovat jiz pii vyrob¢ jako startovaci kultury (Chong et
al., 2011) se souasnym zietelem na poZadovane vlastnosti produktu, nebot’
pfidani vybranych startovacich kultur je jednim z hlavnich nastroji schopnych
plsobit proti akumulaci BA v potravinach. Specidlné u syri ma pouziti
startovacich kultur zasadni vliv na cely technologicky proces (Cogan et al.,
2007). Navic pouziti vybranych startovacich kultur zaméfenych na omezeni
akumulace BA v mlé¢nych vyrobceich bylo piezkoumano i Linaresem et al.
(2012). Doposud byly vyuzity rtizné vybrané startovaci kultury se schopnosti
snizovat koncentraci BA ve finalnich produktech, jako je napt. klobésa
(Gardini et al., 2002), vino (Garcia-Ruiz et al., 2011), rybi omacka (Zaman et
al., 2011) nebo syry (Nieto-Arribas et al., 2009).

Schopnost nékterych mikroorganizmli degradovat BA v rliznych
potravindch vyuzilo nckolik autori. Mezi nejCastéji takto vyuzivané
mikroorganizmy patii — Brevibacterium, mlécné tycCinky, Pediococcus
a Micrococcus (Leuschner et al., 1998). Co se syru tyce, byla tato degradacni
aktivita zaznamenana u rodu Lacticaseibacillus casei

a Lactiplantibacillus plantarum (Fadda et al., 2001; Herrero et al., 2012).
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2. CILPRACE

Hlavnim cilem diserta¢ni prace bylo:

1. Posouzeni miry degradace BA u vybranych kmenii mikroorganizmi
Vv realném systému ptirodniho syra.

2. Posouzeni vlivu zvoleného obalového materidlu na koncentraci BA
V piirodnim syru s vybranym kmenem schopnym neja¢inné;si degradace BA.
3. Posouzeni ubytkll jednotlivych BA v zavislosti na technologickych

krocich a aktivité¢ kmene se schopnosti degradace BA.

Pro naplnéni pak byly provedeny dil¢i tkoly:

1) Vyroba modelovych vzork pfirodnich syrt s aplikovanymi vybranymi
kmeny mikroorganizmi, které jsou schopny degradace biogennich
amintl.

2) Zakladni i pokrocila chemicka analyza modelovych vzorkii zamétena
zejména na sledovani intenzity proteolyzy modelovych vzorkl
pfirodnich syr prostfednictvim obsahu volnych aminokyselin
a akumulace biogennich amin.

3) Sledovani zmén texturnich vlastnosti jednotlivych modelovych vzorkt

ptirodnich syri v pribéhu zrani a skladovani (plati pro Experiment I11).

13



3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Predlozend disertacni prace byla rozdélena na 4 experimenty, které byly

navrzeny pro naplnéni dil¢ich cili. Rozdéleni a cile téchto experimentil

ptehledné znézoriiuje Obr. 1.

- h

» posouzeni degradace BA u vybranych
kmenti  mikroorganizmii v redlnych
podminkéch pfirodniho syra

Experiment I

nasledujici mikrobialni kmeny:
* Lacticaseibacillus casei CCDM 422,
* Lacticaseibacillus casei CCDM 198,
* Lactiplantibacillus plantarum CCDM 187,
» Lactiplantibacillus plantarum CCDM 189.

& /

/

» v ramci tohoto experimentu byly pouzity (wfm

K

\

» posouzeni degradace BA u vybranych kment

Experiment I1

mikroorganizmi v realnych  podminkach
prirodniho syra
» v ramci tohoto experimentu byly pouzity

nasledujici mikrobidlni kmeny:
* Lacticaseibacillus casei subsp. casei CCDM 802,

* Lactiplantibacillus plantarum CCDM 183,

* Lactiplantibacillus plantarum CCDM 185.

[ vybran kmen Lacticaseibacillus casei CCDM 198 ]

/

» posouzeni degradace BA vybranym kmenem
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 v zavislosti
na volbé obalového materialu

» v ramci tohoto experimentu byly pouzity
nasledujici obalové materialy:

* smrstitelna folie,

* kopolymerni natér,

* potravinaisky vosk.

Experiment III

/

\

C N

Experiment IV

» posouzeni bytkd jednotlivych BA v zavislosti
na technologickych krocich a aktivité kmene
Lacticaseibacillus casei CCDM 198

N

Obr. 1: Schéma vyvoje jednotlivych experimentii.

14



3.1 Laboratorni vyroba vzorkua prirodnich syru

Nejprve byly piipraveny provozni zakysy (Obr. 2), které se nechaly
inkubovat pfi teploté 25 +1 °C po dobu 20 hodin. Celkem byly pfipraveny tii
zakysy: (1) smetanovy zakys; (i1) zakys obsahujici producenta BA a (iii) zékys
obsahujici degradéra BA.

tepelné osetifené mléko (160 ml)

b

inokulace mléka inokulace mléka

inokulace mléka bujénem

Lsnl'{lft:tilnovczl(.)l l;ul?glgou | et biogennich buj onems 'degrad:érFm
aktoflora (0.3 g/80 m amind (5 m1/40 ml mléka) biogennich amint
mléka) (5 ml/40 ml mléka)

(plati pouze pro Experiment
I, 11 a II0) .

y
inokulované mléko (160 ml) /

inkubace pii teploté 25 +1 °C po dobu 20 hod.

mikrobiologicka
analyza

> piipravené zakysy (celkem 160 ml)
analyza biogennich - )
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aminu v

mléko pro vyrobu syri

Obr. 2: Schéma pripravy provozniho zakysu.

Modelové syry byly néasledné vyrobeny na zaklad¢ jiz osvédCeného
postupu (Flasarova et al., 2016). Syrové mléko bylo ohtato nateplotu 37 +1 °C
a nasledné odstfedéno na laboratorni odstiedivce (FT15B, Armfield, Velka
Britanie). Po odstfedéni mléka byl pomoci butyrometrické metody stanoven
obsah tuku v ziskané smetané a spolecné s odsttedénym mlékem byla
provedena standardizace na poZzadovany obsah tuku v mléce, resp. ve findlnim
produktu. Celkovy objem mléka pro vlastni vyrobu modelovych vzorkl syrt
byl 35 1. Nasledn¢ byla provedena pasterace standardizovaného mléka

zahtfevem na teplotu 72 £1 °C po dobu 30 s. Po dosazeni teploty 72 =1 °C bylo
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mléko okamzit€ ochlazeno ve vyrobniku pfirodnich syri (MSKD-1, Driml,
Ceska republika) a nechalo se vytemperovat na inokula¢ni a syfici teplotu
32 +1 °C. Po temperaci byl pfidan provozni zakys spolecné se 17,5 ml CaCl;
(36% roztok, Milcom a.s., Ceska republika), ktery se piidava za tdelem
podpoieni syfeni. Poté byla smés promichdna a byly pfidany ptredem
piipravené provozni zakysy, které obsahovaly smetanovou kulturu
(Laktoflora, Milcom, Praha, Ceska republika) a vybrané mikrobialni kmeny
(producent/degradér). Aplikovana kultura se nechala 20 minut reaktivovat
Vv mléce pred vlastnim syfenim. Syfeni bylo provedeno ptidavkem 5,4 ml
syfidla (Chymax M200, 190 IMCU/ml, Chr. Hansen, Dansko) ziedén¢ho 9 ml
pitné vody. Po aplikaci bylo syfidlo v mléce rozptyleno a mléko se ponechalo
30 minut v klidu pti 32 £1 °C. Vznikla syfenina byla opatrné nakrajena pomoci
syrafské rucni harfy pficnym 1 podélnym smérem a ponechala se 10 minut
V klidu, pficemz doSlo k uvolnéni syrovatky. Dale nésledovalo pomalé
michani syfeniny po dobu 20 minut, pii kterém dochazelo k drobeni
a vytuzovani syraiskych zrn a zaroven k vypuzeni dal§iho podilu syrovatky.
Nasledné byla vylou¢ena syrovatka odebrana v mnozstvi 10,5 1. Po odebrani
syrovatky nasledovalo dohtivani, pti kterém byla pfiddna pitna voda o objemu
7 1 a teploté 60 +1 °C, aby vysledna teplota vzrostla na 37 =1 °C. Po dosazeni
této teploty byla syrafska zrna michéna po dobu 30 minut za konstantni teploty
37 =1 °C (regulace teploty byla dosaZzena pomoci meziplasté vyrobniku syrit),
aby doSlo k podpoieni odchodu syrovatky (tzv. dosouseni zrna) a ke zvySeni
podilu suSiny v syfening. Po dosouSeni byla syfenina slita do piedlisovaci
vany, ve které se nechala 20 minut predlisovat pomoci zatéze 0 hmotnosti
3 kg. Pfedlisovana syfenina byla rozd¢élena do 12 forem a modelové syry se
lisovaly pomoci lisu (Driml, Cesk4 republika) s postupné se navysujicim
tlakem 5,3 kPa, 15,8 kPa a 26,3 kPa po 30minutovych intervalech. Po uplynuti
90 minut bylo zavazi sejmuto a syry byly otoCeny. Po pfetoCeni byly syry opét
lisovany tlakem 26,3 kPa po dobu 90 minut. Po vylisovani se syry nechaly
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do druhého dne prokysat ve zraci komoie pii 8 £1 °C. Po prokysani byly
syrové bloky soleny v solnych laznich o koncentraci 20 % (w/w) pfi teploté
12 £1 °C po dobu 3 hodin. Prosolené syry byly navic oSetfeny antimykotickou
suspenzi Delvocid (DSM Food Specialities, Nizozemsko). Po tomto oSetieni
byly ponechéany 30 minut v klidu kvtli oschnuti a nasledné byly zabaleny
do smrstitelné folie ve vakuové bali¢ce (Henkelman, Nizozemsko) a ponoieny
na 2 sekundy do horké vody, aby doslo ke smr$téni obalové folie. V ptipadé
Experimentu I1I bylo pro vlastni vyrobu pouZito trojndsobné¢ mnozstvi surovin
na jednu vyrobni Sarzi tak, aby mohly byt vedle smrStitelné folie aplikovany
také dalsi obalové materidly — kopolymerni natér Plasticoat a Cerveny
potravinaisky vosk. Kopolymerni obalovy natér Plasticoat byl na povrch syri
rovnomerné nanesen v celkovém poctu 5 vrstev s tim, ze kazda nova vrstva
byla vzdy nanesena az po dikladném zaschnuti vrstvy predeslé. Dalsi vzorky
modelovych syrii byly obaleny do potravinarského vosku, ktery byl nejprve
roztaven v rozehiatém kotliku. Nasledné byly syry dikladné ponoieny
do vosku tak, aby doslo k jejich kompletnimu obaleni. Poté se takto obalené
syry ponechaly stat az do ztuhnuti vosku. Timto zplisobem byly vyrobené
vzorky ptirodnich syri uskladnény ve zraci komote pii 12 +£1 °C a postupné
odebirdny k analyzam 1., 14., 28., 56., 84. a 168. den od samotné vyroby
(Flasarova et al., 2016). Primérné zakladni chemické parametry syru byly
pH=5,19 +0,12; obsah suSiny: 53,98-55,88 %; obsah tuku v susiné:
44,2-45,2 % a obsah soli: 1,37-1,45 %.

3.2 Chemicka analyza

3.2.1 Zakladni chemicka analyza
Stanoveni pH

Hodnota pH byla stanovena pomoci vpichového pH metru (Eutech

Instruments, Nizozemsko). Vyslednd hodnota pH byla stanovena jako
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prumérnd hodnota ze Sesti méfeni provadénych na rlznych mistech

modelového vzorku ptirodniho syra (Flasarova et al., 2016).

Stanoveni obsahu susiny

Obsah suSiny byl ve vzorcich pfirodnich syri stanoven suSenim
do konstantniho bytku hmotnosti (dle normy CSN EN ISO 5534). Susici
misky s mofskym piskem byly pfedem vysuSeny pomoci susarny (Venticell,
Brnénska Medicinska Technika a. s., Ceska republika) a zvaZeny. Naslednd
do nich byly navdzeny 3 g modelového vzorku syra, které byly promichany
s motskym piskem. Takto pfipravené vzorky byly umistény do suSarny
a susSeny pi1 105 =1 °C do konstantniho ubytku hmotnosti. VysuSené vzorky
byly uzavieny do exsikatoru do vychladnuti a poté zvazeny. V kazdém

modelovém vzorku byl obsah suSiny stanoven celkem tfikrat (ISO Standard
No. 5534, 2004).

Stanoveni obsahu soli

Stanoveni obsahu soli ve vzorcich piirodnich syri bylo provedeno
pomoci argentometrické titrace S potenciometrickou detekci, pti které byly
zaznamenavany hodnoty potencidlu az do dosazeni bodu ekvivalence, ktery
byl indikovan potencidlovym skokem indikacni elektrody. Vzorek syra byl
rozmixovan a ze vzniklé smési bylo odebrano mnozstvi 0,5 g, které bylo
rozmélnéno v tieci misce s 10 ml destilované vody vytemperované na 60 °C.
Takto piipraveny vzorek byl okyselen 2 ml HNOj3 (zfedéné destilovanou
vodou v poméru 1:4; HNO3:H20) a doplnén na 120 ml destilovanou vodou
tak, aby byly obé elektrody (indikacni stfibrna elektroda a referentni
argentchloridova elektroda) dostatecné¢ ponofeny. Vzorek byl v pribéhu
titrace michan magnetickou michackou a titrovan roztokem AgNOs;
0 koncentraci 0,1 mol/l, dokud hodnota napéti nedosahla alespon 400 mV

(Indra & Mizera, 1992). Spotieba odmérného roztoku v bodé¢ ekvivalence byla
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urCena vypoCtem zdruhych derivaci titraéni kiivky. Stanoveni bylo

provedeno celkem tfikrat.

Stanoveni tuku v prirodnim syru

Do tukoméru byly navazeny 3 g vzorku, které byly prelity H,SO, tak,
aby se t¢lo tukoméru zaplnilo z 4/5. Naplnény tukomér byl umistén do vodni
lazné¢ o teploté 70-80 °C, piiCemz byly tukoméry obcas protfepany.
Po kompletnim rozpusténi celé navazky byla operace ukoncena. Dale byl
pfiddn 1 ml amylalkoholu pro zostfeni fazového rozhrani a tolik HoSO4, az
hladina na stupnici dosahla o 3 dilky nize, nezZ byla pifedpokladana tuc¢nost
vzorku. Posléze byly tukoméry vytemperovany pii teplot¢ 65-68 °C
a uzavieny pryzovou zatkou. Pfevracenim tukomérl byl promichan obsah.
Dale nasledovalo odstied’ovani pii 6000 ot/min po dobu 6 minut. Na zavér
byly tukoméry opét vytemperovany a obsah tuku byl odecten ze stupnice.

Stanoveni bylo provedeno ve tiech opakovanich (Indra & Mizera, 1992).

3.2.2 Pokrocila chemicka analyza
Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Vzorek syra byl po stanovené dob& zrani lyofilizovan (lyofilizator;
ALPHA 1-4 LSC, CHRIST, LABICOM s.r.0.,, Ceska republika).
Pted analyzou byla provedena extrakce ze suSené hmoty syra (Bunikova et al.,
2009). Extrakce byla provedena tiistupnové pomoci HCIO4 0 koncentraci
0,6 mol/l MERCK, Darmstadt, Némecko). Do zkumavky byl navazen presné
1 g lyofilizovaného vzorku a k nému pfidano 10 ml HCIO4 0 koncentraci
0,6 mol/l (MERCK, Darmstadt, Némecko). Nasledné byly vzorky dokonale
protiepany ru¢né a pak ponechany 45 minut na tfepacce (LT2). Po usazeni
syrové hmoty byl supernatant slit do 25ml odmérné bailky. Ziskany
supernatant v odmérné bance byl doplnén po rysku HCIO4 0 koncentraci
0,6 mol/l (MERCK, Darmstadt, Némecko) a ptefiltrovan. Pfed analyzou byl
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extrakt jesté navic zfiltrovan pfes stiikackovy filtr o porozité 0,45 um. Takto
pripraveny vzorek byl analyzovan na automatickém analyzatoru aminokyselin

AAA 400 (Ingos, Praha).

Stanoveni obsahu biogennich aminii

Stejné¢ jako pro analyzu volnych aminokyselin byly vzorky
po stanovené dob¢ zrani rozmixovany, lyofilizovany a byla provedena
tiistupnova extrakce (Dadakova et al., 2009) pomoci HCIO4 0 koncentraci
0,6 mol/l (MERCK, Darmstadt, Némecko). Poté byl odebran 1 ml, ktery byl
pfeveden do derivatiza¢ni nddobky, do které bylo ptidano 100 pl vnitiniho
standardu (1,7-heptandiamin v koncentraci 500 mg/l; SIGMA — ALDRICH,
Darmstadt, Némecko), 1,5 ml karbonatového pufru o pH 11,0-11,1 a 2 ml
Cerstvé pripraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g/l v acetonu
(SIGMA-ALDRICH, Darmstadt, Némecko). Nasledné¢ byla derivatizacni
nadobka uzaviena a tfepana 20 hodin na tfepacce v temnu. Druhy den bylo
pfidano 200 pl roztoku prolinu (MERCK, Darmstadt, Némecko) a opétovné
tiepano na tiepacce po dobu 1 hodiny. Posléze byly ptidany 3 ml heptanu
(CHROMASOLV®, for HPLC, >99% - SIGMA — ALDRICH, Darmstadt,
Némecko) a 3 minuty byly vzorky tfepany ru¢né. Po oddé€leni vrstev byl
Z heptanové vrstvy odebran 1 ml, ktery byl premistén do vialky. Heptan byl
odpaten pti 60 +1 °C v termobloku (EVATERM, Labicon s.r.o., Ceska
republika) pod proudem dusiku (tlakova lahev, Linde Gas a.s., Otrokovice).
Suchy odparek byl ve vialce ziedén 1,5 ml acetonitrilu (CHROMASOLV®
Plus, for HPLC, >99.9%, SIGMA — ALDRICH, Darmstadt, Némecko). Do
okamziku analyzy byl takto pfipraveny vzorek uchovan v mrazicim zatizeni
pii -18 °C. Pted vlastni analyzou byl vzorek zfiltrovan pies stiikackovy filtr
s porozitou 0,22 um. Vzorky byly analyzovany metodou HPLC (Sm¢la et al.,
2004).
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3.3 Texturni profilova analyza

Hodnoceni textury bylo provedeno pouze u Experimentu III a to
instrumentalné pomoci texturometru TA.XT Plus (Stable Micro Systems,
Velké Britanie). Na vzorky pfirodnich syrii byl aplikovan kompresni test.
Kompresni test byl zaloZen na dvojitém stlaceni vzorku o 25 % jeho vysky
pomoci cylindrické desky o priméru 100 mm. Stanoveni bylo provedeno

celkem trikrat.

3.4 Mikrobiologicka analyza

Modelové vzorky piirodnich syrii byly podrobeny mikrobiologickému
rozboru, ktery byl zaméfen na stanoveni celkového poctu mezofilnich
aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganizmi, enterobakterii (véetné
koliformnich bakterii), mlécnych ty¢inek, mezofilnich laktokokd, enterokokt

a kvasinek a plisni.

3.5 Chemometrie (statistické vyhodnoceni dat)

Vysledky experimentdi byly vyhodnoceny analyzou rozptylu.
Pro vyhodnoceni vysledki byly vyuZity neparametrické metody, a to

Kruskal-Wallisuv test a Wilcoxnuav test.
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4. HLAVNI VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vysledky a diskuze k experimentu |

V ramci prvniho experimentu bylo cilem sledovat vliv pouzitych
doplitkovych  kultur na  redukci biogennich amini v redlném
systému piirodniho syra. Mimo jin¢ byl sledovan 1 vliv na zakladni chemické
parametry (hodnoty pH, obsah su$iny, tuku a soli), intenzitu proteolyzy
prostfednictvim stanoveni obsahu volnych aminokyselin a rozvoj pfitomné
mikroflory. V Experimentu I byly vyuzity kmeny se schopnosti degradace
BA: Lacticaseibacillus casei CCDM 422 (Lb.c422), Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 (Lb.c198), Lactiplantibacillus plantarum CCDM 187 (Lb.p187),
Lactiplantibacillus plantarum CCDM 189 (Lb.p189). Kontrolni vzorky
bez doplikového kmene a rovnéz vzorky s dopliikkovymi kmeny byly
inokulovany BA produkujicim kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris

CCDM 946 pro simulaci dekarboxylacni aktivity.

4.1.1 Mikrobiologicka analyza

Kontrolni vzorky, které nebyly naoCkovidny zddnym kmenem
degradujicim BA, vykazovaly postupny narist celkového poctu
mikroorganizmt (CPM) az do 28. dne a nasledné tyto hodnoty postupné
klesaly. Kontrolni vzorky navic obsahovaly nejniz§i pocet CPM ze vSech

vzorkli modelovych syri na konci doby zrani.

Co se tyce mlécnych koktl, tak byly zaznamendny urcité rozdily.
Ptredpoklada se, Ze jde ptedevsim o startérové bakterie ze zakladni mezofilni
kultury. Hodnoty obsahu koki u kontrolnich vzorki béhem zrani postupné
klesaly, zatimco u vzorkl s dopliujicim kmenem se pocet kokli v n€kterych
odbérovych dnech dokonce zvysil. Na konci doby zrani byl v§ak zaznamenan

pokles v piipadé vSech vzorku.
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Pocet mlécnych tyCinek vykazoval narst ve vSech vzorcich po celou
dobu zrani. Vyssi pocet mlécnych tyCinek byl pozorovan na zacatku zrani
uvsech Sarzi sdopliikovym kmenem degradujicim BA ve srovnani
s kontrolnim vzorkem (P < 0,05), ¢imZ byla nepfimo potvrzena pfitomnost

zvolenych doplitkovych kment v jednotlivych modelovych vzorcich syri.

4.1.2 Stanoveni volnych aminokyselin

Celkova koncentrace volnych aminokyselin méla po celou dobu
experimentu rostouci charakter, coz znamena, ze u vSech vzorkli modelovych
syri byla zaznamenana rostouci proteolyza, ktera byla vzdy vyssi u vzorki
S doplitkovymi kulturami ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Bezprostifedné
po vyrobé syri (1. den) byla koncentrace volnych aminokyselin u vSech
zkoumanych modelovych vzorkli srovnatelnd. Prvni velky rozdil byl
zaznamendn 84. den zrani, kdy celkovy obsah volnych aminokyselin u vzorkt
Lb.c198 vzrostl v priméru o 28 % ve srovnani s kontrolou. Na konci doby
zrani (168. den) doSlo k vyraznému zvySeni obsahu aminokyselin u vSech

modelovych vzorki ptirodniho syra.

Uvoliovani aminokyselin z proteinové matrice syra je zpisobeno
predev§im enzymatickou aktivitou pifitomné mikroflory. Vysledna
koncentrace volnych aminokyselin je vSak ovlivnéna 1 jejich konverzi
na sekundarni produkty, které mohou ptispét k rozvoji senzorickych vlastnosti
syra (Battelli et al., 2019). Intenzita proteolyzy zavisi zejména na jiZ zminéné
proteolytické aktivité pfitomné mikroflory, kterd navic uvoliiuje intracelularni
proteolytické enzymy do syrové matrice 1 po jejim bunééném rozpadu

(Fenelon & Guinee, 2000).

4.1.3 Stanoveni biogennich aminu

Celkovy obsah BA v kontrolni Sarzi na konci zrdni byl

1171 +120,2 mg/kg (168. den od vyroby) (Obr. 3). V piipadé¢ vzorkl
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s doplnkovou kulturou byly hodnoty na konci zrani vZdy niz§i v porovnani
s kontrolni Sarzi. Nejnizsi koncentrace byla stanovena ve vzorcich Lb.c198
(847,0 £46,4 mg/kg), kde byl stanoven témér o tietinu nizsi celkovy obsah BA
V porovnani s kontrolni Sarzi bez BA-degradujiciho kmene. Vzorky Lb.c198
obsahovaly po 28 dnech zrani o 32 %, po 56 dnech 0 37 %, po 84 dnech o 32 %
a po 168 dnech o0 28 % (P < 0,05).

Vzhledem k tomu, Ze BA jsou termostabilni, tak dalSi tepelné
zpracovani potravin je nevylou¢i, pokud jsou jiz v potraviné ptitomny (Ruiz-
Capillas & Herrero, 2019). Pouziti doplitkovych kultur schopnych snizit BA
spolu s vysoce kvalitnimi surovinami a spravnymi hygienickymi vyrobnimi
postupy miize byt nejlepSim zplisobem pro vyrobu produkti se snizenymi
zdravotnimi riziky spojenymi s BA (Tittarelli et al., 2019).
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Obr. 3: Celkova koncentrace biogennich aminii [mg/kg] ve vzorcich
modelovych syrii s ruznymi kmeny Lacticaseibacillus casei a

Lactiplantibacillus plantarum béhem 168denniho skladovani.
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4.2 Vysledky a diskuze k experimentu I1

V ramci druhého experimentu bylo opét vyrobeno nékolik modelovych
Sarzi pfirodniho syra, které byly b&hem vyroby inokulovany dalSimi
vybranymi kmeny mikroorganizmi s cilem posoudit vliv pouzitych
doplitkovych kultur na redukci biogennich aminl v pfirodnich syrech.
Soucasné byly sledovany zékladni chemické parametry (hodnoty pH, obsah
suSiny, tuku a soli), intenzita proteolyzy a rozvoj piitomné mikroflory.
Pro Experiment II byly vybrany kmeny Lacticaseibacillus casei subsp. casei
CCDM 802 (Lb.c802), Lactiplantibacillus plantarum CCDM 183 (Lb.p183)
a Lactiplantibacillus plantarum CCDM 185 (Lb.p185). VSechny modelové
vzorky syrii byly obdobné jako v Experimentu I navic kvili posouzeni
degrada¢ni aktivity dopliikovych kmenil inokulovany BA produkujicim
kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, pficemz byla
soucasné vyrobena také kontrolni Sarze pouze s producentem BA (bez kmeni

schopnych degradace BA).

4.2.1 Mikrobiologicka analyza

U vSech modelovych vzorka ptfirodnich syrti byl zaznamenan mirné
rostouci trend celkového poctu mikroorganizm (CPM) do 28. dne zrani a pote
zacal pocet postupné klesat, avSak pouze v ptipad¢ kontrolnich vzorkl byl

pozorovan vyznamny rozdil v CPM v prub¢hu jejich zrani (P < 0,05).

Pocet mlécnych kokti u kontrolnich vzorka se drzel relativné konstantné
po celou dobu zréni, az na posledni den (168. den), kdy byl pocet v porovnani
S 1. dnem mirn€ nizsi (nicméné se nejednalo o statisticky vyznamny rozdil).
V ptipad¢ modelovych ptirodnich syrti inokulovanych doplikovym kmenem
(Lb.c802, Lb.p183 a Lb.p185) byl od zacatku zrani patrny rostouci trend az
do 84. dne (P <0,05).

Nejvyssi pocet mlécnych tyCinek byl zaznamenan na zaCatku zrani

apoté az do konce experimentu postupné klesal. Obdobné jako v ptipadé
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mlécnych kokt se v§ak nejednalo o vyznamnou zménu (P > 0,05). Pro vSechny
vzorky je totozna skute¢nost, Ze na konci zrani (168. den) byly pozorovany
niz§i pocty mlécénych tyCinek v porovnani s hodnotami na zacatku zréni
(1. den) (P > 0,05). Toto snizeni je pravdépodobné zplsobeno, bunécnym

rozpadem (Lortal & Chapot-Chartier, 2005).

4.2.2 Stanoveni volnych aminokyselin

V ptipadé¢ vSech Sarzi modelovych vzorkli pfirodnich syri doslo
Vv pribéhu zrdni k postupnému naristu celkového obsahu volnych
aminokyselin. Na zacatku zrani mély vSechny vzorky podobnou koncentraci
aminokyselin (P > 0,05). Nejintenzivngj$i skokovy narast u kontrolnich
vzorkl a dale také u modelovych vzorkl s doplitkovou kulturou nastal az mezi
84. a 168. dnem. Nejvyssi koncentrace volnych aminokyselin na konci zrani
(168. den) byla zaznamenana u Kkontrolnich vzorkt, zatimco vzorky
inokulované doplikovym kmenem m¢ély findlni obsah aminokyselin

srovnatelny (P > 0,05).

Za hlavni faktor rozpadu kaseinové matrice je v syrech povazovana
zejména enzymaticka aktivita pritomnych mikroorganizmi, ktera je navic
I po jejich bunééném rozpadu stale aktivni vlivem uvolnéni intracelularnich
proteolytickych enzymil (Duanis-Assaf et al., 2020). Vznikl¢ aminokyseliny
mohou byt dale konvertovany na slou¢eniny s negativnim dopadem na zdravi

konzumenta, jako jsou napt. biogenni aminy (Jayasinghe et al., 2022).

4.2.3 Stanoveni biogennich amint

Nejvyssi celkovy obsah BA na konci zrani (168. den) byl zaznamenan
u kontrolnich vzorka a ¢inil 1221,3 £15,4 mg/kg (Obr. 4). Nizsi koncentrace
V porovnani s kontrolou byly zaznameniny u vSech Sarzi s doplikovym
kmenem. Na konci zrani byla zaznamenana nejnizsi koncentrace BA u vzorki

Lb.p183 1117,9 +£12,4 mg/kg. Z vysledkt celkové koncentrace BA 1ze srovnat
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rozsah degradace BA v modelovych vzorcich piirodnich syra Lb.p183
s kontrolnimi vzorky nasledovné: po 56 a 84 dnech o 6 % a po 168 dnech
dokonce o 9 % nizs§i koncentrace BA ve vzorcich Lb.p183 v porovnani

S kontrolni Sarzi.

PrestoZze ze ziskanych dat lze konstatovat, Ze degradacni aktivita
doplnkového kmene Lactiplantibacillus plantarum CCDM 183 pozvolna
rostla az do konce skladovani (168. den), bohuzel ubytek celkového obsahu

BA ve srovnani s kontrolnimi syry neni tak markantni, jak se pfedpokladalo.
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Obr. 4: Celkova koncentrace biogennich aminii [mg/kg] ve vzorcich
modelovych syrii s riznymi kmeny Lacticaseibacillus casei a

Lactiplantibacillus plantarum behem 168denniho skladovani.
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4.3 Vysledky a diskuze k experimentu II1

V ramci tohoto experimentu byl sledovan vliv vybrané protektivni
kultury (Lacticaseibacillus casei CCDM 198), ktera z vysledkt ptedeslych
experimentll prokazala nejintenzivnéjsi schopnost degradace biogennich
aminl v realnych podminkach pfirodniho syra, a pouZitého obalového
materialu (smrstitelna folie, ochranny kopolymerni natér Plasticoat a ¢erveny
potravinatsky vosk). VSechny modelové vzorky syrt byly kviili posouzeni
degradacni aktivity dopliikového kmene inokulovany BA produkujicim
kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946, pti¢emz kontrolni
vzorky neobsahovaly degrada¢ni kmen Lacticaseibacillus casei CCDM 198.
V prib¢hu zrani byly navic sledovany zakladni chemické parametry (hodnoty
pH, obsah suSiny, tuku a soli), texturni zmény, intenzita proteolyzy a rozvoj
ptitomné mikroflory. V piipad¢ vzorkid zabalenych do kopolymerniho néatéru
byl obsah susiny na konci zrani vyssi (73,6 +£1,89 %) v porovnani s ostatnimi
vzorky. Odbéry a analyzy téchto vzorkl probihaly stejnym zptisobem jako u

predeslych experimentt.

4.3.1 Mikrobiologicka analyza

Celkovy pocet mikroorganizmii (CPM) se u kontrolnich vzorki
(kontrola F a V) postupné zvySoval az do 56. dne zrani (P < 0,05), zatimco
mirny narlst u vzorkl s doplitkovym kmenem (Lb.c198F a Lb.c198V) byl
pouze do 28. dne (P>0,05). Vzorky modelovych syri zabalenych
do kopolymerniho natéru mély odlisSny pribéh. CPM se zvySoval
U kontrolnich vzorka (kontrola P) do 28. dne a u vzorkil s dopliikovym
kmenem (Lb.c198P) pouze do 14. dne, avSak tato navySeni nebyla statisticky
vyznamna. Na druhé strané¢ pocet CPM vyznamné klesal od 56. dne az

do konce skladovani (168. den).

V ptipadé¢ mlécnych kokl (tj. startovaci kultury) byl pocet vySsi

na zaCatku zrani (1. den) u vSech vzorkli ve srovnani s poslednim dnem
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(168. den). Tento pokles byl vSak statisticky vyznamny pouze u vzorki
zabalenych do kopolymerniho natéru.

Pribéh vyvoje mlécnych tyCinek mél u vSech vzorkl odlisny vyvo;j.
V ptipad¢ kontrolnich syr byl pocet ty¢inek na konci zrani (168. den) niZsi
ve srovnani s prvnim dnem, nicméné tento pokles byl vyznamny pouze
U kontrolnich vzorki zabalenych do kopolymerniho natéru (P < 0,05). Naopak
u vzorkil s doplitkovym kmenem zabalenych do smrstitelné folie (Lb.c198F)
a potravinaiského vosku (Lb.c198V) doslo k opacnému vyvoji, a tedy k tomu,
7ze na konci zrani (168. den) byl pocet mlécnych tyCinek mirné vyssi

ve srovnani s prvnim dnem (P > 0,05).

Ziskané vysledky tedy ukazuji na ménici se mikrofloru béhem zrani,
konkrétné na pokles poctu startérovych a nartst po¢tu non-startérovych
mikroorganizmu. Aktivita mikroorganizmi zavisi, mimo jiné, na podminkach
prostiedi, zrani a zeyjména na aktivité¢ vody (Beresford et al., 2001). V piipade
pouziti kopolymerniho natéru dosSlo k postupnému poklesu poctu
mikroorganizml v disledku sniZeni aktivity vody, nebot’ tento typ obalu

umoziiuje odpafovani vody (Barlow & Morgan, 2013).

4.3.2 Stanoveni volnych aminokyselin

Béhem zrani vSech modelovych vzorka syrit dochazelo k postupnému
narstu koncentrace volnych aminokyselin. Bezprostiedné po vyrobé syra
(1. den) byl obsah volnych aminokyselin u vSech vzorkli srovnatelny
(P >0,05). K nejvyraznéjsimu narGstu celkové koncentrace volnych
aminokyselin doSlo mezi 84. a 168. dnem, kdy byl tento obsah ve vSech
vzorcich téméf dvojndsobny. Syry obsahujici doplitkovy degrada¢ni kmen
(Lb.c198) mély podobny pribéh vyvoje celkového obsahu volnych

aminokyselin do 84. dne bez ohledu na pouZity obalovy material.

Proteolyza vSak neni zplsobena pouze  Zivotaschopnymi

mikroorganizmy, ale také enzymy, které se uvoliuji do prostiedi syra po 1yzy
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bunék (Juan et al., 2007). Tato skute¢nost pravdépodobné souvisi s vyssi
koncentraci volnych aminokyselin ve vzorcich zabalenych do kopolymerniho

natéru, 1 prestoze se pocet mikroorganizmii béhem zrani snizoval.

4.3.3 Stanoveni biogennich amini

Béhem skladovani se obsah BA postupné zvySoval u vSech vzorkl
modelovych syrt (Obr. 5). Nejvyssi kone¢né obsahy BA na konci zrani syra
(168. den) byly =zaznamenany u kontrolnich vzorkd, konkrétné
1469 +30 mg/kg u kontroly F, 1486 +27 mg/kg
u kontroly V a 1369 +28 mg/kg u kontroly P. V pfipad¢ kontroly P byly
na konci zrani pozorovany nejnizs$i koncentrace BA ve srovnani s ostatnimi
kontrolnimi vzorky (kontrola F a kontrola V) pravdépodobné v disledku
poklesu mikrobidlni aktivity (vzorky obalené kopolymernim natérem
vykazovaly pokles vSech mikroorganizmi od 56. dne zrani) a biochemickych
procestt z diivodu nizsi aktivity vody, protoZze voda unikala skrz obalovy
kopolymerni materidl ve form¢é vodni pary (Barlow & Morgan, 2013).
Vsechny vzorky s doplinkovym degradacnim kmenem mély nizs$i obsah BA
ve srovnani s kontrolnimi vzorky. K nejintenzivnéj$i degradaci BA doslo
Vv ptipad¢ vzorkd Lb.c198P 168. den, protoze koncentrace BA byla nizsi
028 % ve srovnani s kontrolou P. Ackoli byl u vzorkii zabalenych
v kopolymernim natéru pozorovan pokles poctu vSech mikroorganizmii, 1ze
predpokladat, Ze enzymaticka aktivita aminooxidaz je aktivni i po lyzy bunék
(Naila et al., 2010) kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198 degradujiciho
BA.

Jednim z hlavnich parametra podilejicich se biochemickych reakcich je
aktivita vody, ktera ovliviiuje probihajici proteolyzu, a tim i ndslednou tvorbu
BA prostifednictvim ptitomnosti bakterii. S tim tzce souvisi typ pouzitého
obalového materialu. Smrstitelna folie a potravinaisky vosk nemaji takovou

propustnost pro vodni paru jako kopolymerni natér (Barlow & Morgan, 2013).
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Obr. 5: Celkova koncentrace biogennich aminut [mg/kg] v
modelovych vzorcich syrii s riuznymi obalovymi materialy behem

168denntho zrani.

4.4 Vysledky a diskuze k experimentu IV

Ve ctvrtéem experimentu byla sledovana latkova bilance zamérné
piidanych biogennich amind (tyramin, fenylethylamin, putrescin a kadaverin)
Vv priibéhu technologického zpracovani ptirodnich syrll v zavislosti na aktivité
doplikové kultury se schopnosti degradace BA. Pro vyrobu modelové Sarze
byla v ptipadé kontrolnich vzorkti pouzita pouze zakladni smetanova kultura,
u které byla prokazana zanedbatelnd dekarboxylacni aktivita, a vzorky
Lb.c198 byly inokulovany touto zdkladni smetanovou kulturou a protektivnim
mikrobialnim kmenem Lacticaseibacillus casei CCDM 198. Na zakladé
zjisténych skuteénych koncentraci biogennich amint, které byly ptitomny
Vv syrech thned po vyrobé, bylo spocitano, az o kolik procent je vybrany kmen

(Lacticaseibacillus casei CCDM 198) schopen snizit koncentraci biogennich
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aminll v matrici pfirodniho syra v pribéhu zrani. Analyzy téchto vzorki

probihaly stejnym zplisobem jako u ptedchozich experimentd.

4.4.1 Mikrobiologicka analyza

V piipadé¢ kontrolnich vzorkli bylo zaznamenano zvySujici se
zastoupeni CPM do 28. dne (P > 0,05), zatimco u vzorki Lb.c198 byl

od zacatku skladovani pozorovan mirny pokles.

V ptipadé¢ mlécnych kokl byl u obou modelovych Sarzi zaregistrovan
stejny trend, tedy ze na zacCatku zrani byl obsah mlé¢nych kokl nejvyssi
a nasledné se jejich mnoZstvi postupné snizovalo az do konce zrani. V ptipadé
kontrolnich vzorkii dochéazelo k vyznamnému snizeni od 56. dne zréni,

zatimco u vzorkll Lb.c198 byl pozorovéan vyrazny pokles az na konci zrani

(168. den).

Vyvoj mléénych ty¢inek mél u obou Sarzi ze zacatku rostouci trend,
konkrétné u kontrolnich vzorkd do 56. dne (P > 0,05) a v pfipadé vzorkl
Lb.c198 az do 84. dne s tim, ze ke statisticky vyznamnému narastu dochazelo

od 56. dne.

Bakterie mlééného kvaSeni jsou pocetna skupina mikroorganizmi
podilejici se na pribchu zrani syri. Jejich pocet ve zrajicich syrech zéavisi
na nc¢kolika faktorech, zejména na obsahu vody, koncentraci soli nebo
na hodnoté pH prosttedi (Beresford et al., 2001). Pravé obsah soli a hodnota
pH mohou byt jednim z divodi, pro¢ obsah mlécnych kokl v priibéhu zrani
postupné klesal, zatimco v ptipadé mléénych ty€inek rostl, nebot’ mlé¢né koky
jsou ke zménam jmenovanych faktori mnohem néachylné;jsi (Caridi et al.,

2003).

4.4.2 Stanoveni volnych aminokyselin

V pribéhu tvorby volnych aminokyselin byl po celou dobu experimentu

registrovan rostouci trend u obou Sarzi. Tento fakt dokazuje, Ze u v§ech vzorki
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ptirodnich syrii probihala intenzivni proteolyza, kterd byla zaznamenana
ve srovnani s kontrolou vzdy vyssi u vzorkl Lb.c198, avSak az na konci zrani

(168. den) byl tento rozdil statisticky vyznamny (P < 0,05).

Na zacatku zrani (1. den) byl obsah volnych aminokyselin u obou Sarzi
podobny (P > 0,05) a stejné se jevil 1 postupny nardst koncentrace volnych
aminokyselin az do 84. dne. Po 84. dni doSlo k strmému nartGstu u vSech
modelovych syrl, konkrétn€ u kontrolnich vzorkd o 38 % a v ptipad¢ vzorki
Lb.c198 o 50 %. Celkova koncentrace volnych aminokyselin na konci zrani
(168. den) byla u vzorkd Lb.c198 vyssi o 19 % a dosahovala hodnoty
8,789 £0,253 g/kg (v ptipad¢ kontrolnich vzorkii byl celkovy obsah volnych
aminokyselin 7,153 +0,187 g/kg).

Postupné se zvySujici koncentrace volnych aminokyselin v pribéhu
zrani je pfedevSim v disledku zminéné enzymatické aktivity pritomnych
mikroorganizmti schopnych uvoliiovat proteolytické enzymy 1 po jejich

bunécném rozpadu (Fenelon & Guinee, 2000).

4.4.3 Stanoveni obsahu biogennich amint
Nejhojnéji se vyskytujici BA v ptirodnich syrech jsou fenylethylamin,
putrescin, kadaverin, tyramin a histamin (Fox, 2004). Vzhledem k tomu, Ze
histamin se v modelovych vzorcich nachazel pouze v nepatrnych
koncentracich, tak jeho vyvoj nebyl posuzovan. Studium vlivu degrada¢niho
kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198 na akumulaci fenylethylaminu,

putrescinu, kadaverinu a tyraminu je vyobrazeno na nasledujicich Obr. 6-9.

Obsah fenylethylaminu v modelovych ptirodnich syrech je znazornén
na Obr. 6. V pripadé kontrolnich vzorkii se obsah postupné zvySoval az
do konce zrani (168. den), kde jeho koncentrace narostla az o 21 %
Vporovnani s 1. dnem pravdépodobné aktivitou non-startérovych
mikroorganizmli. Naopak u vzorkdt Lb.c198 byl rostouci charakter

fenylethylaminu zaznamenan pouze do 28. dne a nasledné se postupné
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snizoval aZ do konce zrani (168. den). Po 168 dnech skladovani byla u vzorki
Lb.c198 naméfena o 23 % niz8i koncentrace fenylethylaminu oproti

kontrolnim vzorkum.

Produkce fenylethylaminu vznika v dusledku aktivity tyrosin
dekarboxylacnich bakterii, a pravé proto je produkce fenylethylaminu
spojovana zaroven i s produkci tyraminu. Tato skutecnost jiz byla prokazana
napf. i u mikroorganizmu z rodu Enterococcus ¢i Staphylococcus (Bover-Cid
et al., 2003).
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Obr. 6: Celkovy obsah fenylethylaminu [mg] ve vzorcich modelovych syrii
béhem 168denniho skladovani.

Stejné jako v pfipad¢ fenylethylaminu byl i u putrescinu (Obr. 7)
zaznamenan u kontrolnich vzorkl postupny nartst obsahu az do konce zrani
(168. den), kde se jeho obsah zvysil az o 22 % v porovnani s 1. dnem.
U vzorkt s doplitkovym degrada¢nim kmenem Lb.c198 byl pozorovan narust
do 28. dne a poté dochazelo ke snizovani koncentrace putrescinu az do konce
skladovani. Po 84 dnech byl obsah putrescinu u vzorkli Lb.c198 o 19 % nizsi

oproti kontrolnim vzorkilim a kone¢na koncentrace putrescinu na konci zrani
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(168. den) byla u vzorkll s degradacnim kmenem (Lb.c198) v porovnani

s kontrolnimi vzorky nizsi dokonce az o 28 %.

Putrescin se fadi mezi alifatick¢é biogenni diaminy a vznika
dekarboxylaci  volné  aminokyseliny  ornitinu  aktivitou  enzymu
ornitindekarboxylazy. Alternativni cestou produkce putrescinu muze byt

prostfednictvim agmatinu z argininu (Lucas et al., 2007).
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Obr. 7: Celkovy obsah putrescinu [mg] ve vzorcich modelovych syrii
behem 168denniho skladovani.

Pribéh akumulace kadaverinu (Obr. 8) u kontrolnich vzorkdi ma
obdobny charakter jako ve dvou pfedeSlych ptipadech, tedy doslo
K postupnému navysSovani obsahu az do konce zrani (168. den), kde se jeho
obsah zvySil o 15 % v porovnani s 1. dnem. U vzorklh Lb.c198 byl
zaznamenan rostouci trend pouze do 14. dne, od kterého dochazelo
K postupnému snizovani koncentrace kadaverinu. Po 84 dnech zrani byl obsah
kadaverinu u vzorkl Lb.c198 nizsi o 18 % v porovnani s kontrolnimi vzorky,
zatimco na konci zrani (168. den) byl obsah kadaverinu nizsi o 10 % oproti

kontrolnim vzorkum.
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Kadaverin se fadi mezi alifatické biogenni diaminy a vznika z lysinu
pusobenim mikrobidlni lysindekarboxyldzy. Fyziologicka iloha kadaverinu
neni tolik prozkoumana, avsak stejné jako v ptipad¢ putrescinu, zpisobuje
pravdépodobné vyssi konzumace hypotenzi a mulze reagovat s dusitany

za vzniku karcinogennich nitrosaminti (EFSA Panel on Biological Hazards

(BIOHAZ), 2011).
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Obr. 8: Celkovy obsah kadaverinu [mg] ve vzorcich modelovych syri
béhem 168denniho skladovani.

Obsah tyraminu v modelovych pfirodnich syrech v pribéhu zrani je
znazornén na Obr. 9. V ptipad¢ tohoto biogenniho aminu byl zpozorovan
obdobny trend u obou $arzi modelovych vzorku ptirodnich syrt. Na Obr. 9 Ize
vidét, ze do 28. dne bylo zvySeni obsahu tyraminu mirné a nasledné byl
registrovan strmy nariist az do konce zrani (168. den) bez ohledu na druh
modelového vzorku. Ze ziskanych dat tedy vyplyvd, ze u kmene
Lacticaseibacillus casei CCDM 198 nebyla prokazana vysoka degradace
tyraminu (hodnoty na konci, resp. v celém skladovacim experimentu, mezi

kontrolou a Lb.c198 byly srovnatelné).
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Tyramin se fadi mezi heterocyklické biogenni aminy a vznika
dekarboxylaci tyrosinu. Pravé tyramin je jeden znejvice zastoupenych
biogennich aminii v syrech, nebot’ za jeho produkci jsou zodpovédné zejména
bakterie mlééného kvaseni (laktokoky a laktobacily) a enterokoky (Nieto-
Arribas et al., 2009).
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Obr. 9: Celkovy obsah tyraminu [mg] ve vzorcich modelovych syrii
behem 168denniho skladovani.

Jednou z moznosti, jak omezit produkci BA v potravinach, je vyuziti
dopliikovych mikrobialnich kmend, které maji degradacni aktivitu vici BA
(Tittarelli et al., 2019). Ze ziskanych dat 1ze usoudit, ze aplikovany doplikovy
kmen Lacticaseibacillus casei CCDM 198 ma vliv na vysledné koncentrace
fenylethylaminu, putrescinu a kadaverinu, zatimco na vliv tyraminu v priibéhu

zrani tento kmen nema zadny vyrazny Gcinek.
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5. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni latky s biologickou aktivitou
a n&které z nich (serotonin, histamin a tyramin) hraji dtleZitou roli ve fyziologii
Clovéka, zvitat a rostlin (Medina et al., 2003). Vysoka koncentrace biogennich
amini v potravinach je nezadouci, nebot’ s sebou piinasi néktera zdravotni rizika
pro konzumenta. Pii jejich nadmérné konzumaci dochézi k bolestem hlavy,
nevolnosti, problémim s krevnim tlakem apod. Obecné maji biogenni aminy
ve zvySeném mnoZzstvi negativni dopad na kardiovaskularni a nervovy system
Clovéka (Novella-Rodriguez et al., 2000). V potravinach mohou ve vysSich
(predevsim Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella), tak i startérovych

nebo non-startérovych bakterii mlécného kvaseni.

Redukce celkoveého po¢tu mikroorganizmil v surovinach (at’ uz tepelnym
¢1 vysokotlakym oSetienim apod.) je jednou z moZnosti, jak dosdhnout nizsi
produkce BA béhem skladovani vyrobku. Na druhou stranu tyto metody nemusi
byt vzdy dostacujici, nebot’ v pritbéhu vyroby a nasledného skladovani dochézi
K ristu po¢tu mikroorganizmi (vCetné dekarboxylaza pozitivnich). Dalsi
moznosti, jak zvysit kvalitu vyrobkd, je sniZzeni obsahu BA mikrobiélni aktivitou,

kde se uplatnuje zejména aminooxidaza, ktera hraje hlavni roli pii rozkladu BA.

Piinosy vyplyvajici z prace pro oblast védy:

1) byl popsan vliv pouziti vybranych mikrobialnich kmend se schopnosti
degradace biogennich amint na:
a) zakladni chemické parametry (hodnoty pH, obsah susiny,
obsah soli, obsah tuku v susin¢) ptirodnich syrt,

b) fyzikalni vlastnosti (tvrdost) pfirodnich syri;
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2) byl sledovan vliv vybranych mikrobidlnich kmend na intenzitu proteolyzy
Vv prub¢hu zrani syra;

3) byl sledovan vliv vybranych mikrobialnich kultur na akumulaci biogennich
aminl v ptirodnich syrech v prib&hu zrani;

4) v pripade v§ech modelovych vzorki pfirodnich syrt byl béhem zrani sledovan
vyvoj vybranych skupin mikroorganizmi:

a) celkovy poc¢et mikroorganizmi,

b) mlécné koky a tycCinky,

c) koliformni bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae,
d) bakterie z rodu Enterococcus,

e) plisné a kvasinky;

5) byl popsan vliv obalového materidlu v prubéhu zrani modelovych syrt
inokulovanych vybranym doplikovym kmenem Lacticaseibacillus casei
CCDM 198 na:

a) vyvoj zakladnich chemickych parametri (hodnoty pH,
obsah suSiny, obsah soli, obsah tuku v suSin¢),

b) texturni profil ptirodnich syr,

C) zastoupeni vybranych skupin mikroorganizmu (viz bod 2),

d) intenzitu proteolyzy,

e) vyvoj obsahu biogennich amint;

6) byla sledovana latkova bilance zamérn¢ pridanych biogennich amint (tyramin,
fenylethylamin, putrescin a kadaverin) v prubéhu technologického zpracovani
a zrani prirodnich syri v zavislosti na aktivit¢ doplikového kmene

Lacticaseibacillus casei CCDM 198.
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Ptinosy vyplyvajici z prace pro oblast praxe:

1) bylo prokazano, ze uziti sledovanych doplikovych mikrobidlnich kultur
s degradujici aktivitou vu¢i biogennim aminim nemd vliv na zakladni
chemické parametry ptfirodnich syrtt v podobé hodnot pH a obsahu suSiny,
tuku v susiné a soli jako zékladnich kvalitativnich parametrii finalniho
produktu;

2) bylo prokazano, ze uziti sledovanych doplitkovych mikrobidlnich kultur
s degradujici aktivitou vii¢i biogennim aminiim mé vyrazny vliv na probihajici
proteolyzu a redukci biogennich amind v pribchu zrani syri holandského
typu;

3) ze sledovanych doplnkovych kment byl vybran Lacticaseibacillus casei
CCDM 198, ktery prokazal vysoky potencial pro redukci fenylethylaminu,
putrescinu a kadaverinu v primyslové vyrobé ptirodnich syrd holandského
typu;

4) bylo prokazano, ze pouziti riznych obalovych materiald (smrstitelna folie,
kopolymerni natér a potravinarsky vosk) ma vliv na:

a) obsah susiny,

b) texturu ptirodnich syri,

C) probihajici proteolyzu,

d) degradaci biogennich amini prostfednictvim doplikové

kultury Lacticaseibacillus casei CCDM 198.
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6. ZAVER

Cilem predlozené prace bylo studium moznosti ovlivilujicich
dekarboxylazovou aktivitu v redlném systému piirodniho syra a tim
V budoucnosti snizit pravdépodobnost nezddoucich ucinkii biogennich amint,
které spotiebitel ptijme prostiednictvim konzumace syri. K naplnéni cile byly
vyuzity vybrané mikrobidlni kmeny, jejichZ schopnost redukce biogennich amint
byla potvrzena v piedeslych studiich in vitro. Kromé pouzitych mikroorganizmii
byl déle sledovan vliv pouZitého obalového materidlu (smrstitelnd folie,
kopolymerni natér a potravinaisky vosk) na akumulaci biogennich amint
Vv pribchu zrani (168 dni). Vzorky pfirodnich syri byly podrobeny chemicke,
fyzikdlni a mikrobiologické analyze vzdy po 1., 14., 28., 56., 84. a 168. dni
od samotné vyroby. V ramci chemické analyzy byl sledovan: (i) obsah susiny;
(if) obsah tuku; (iii) obsah soli; (iv) hodnoty pH; (V) koncentrace volnych
aminokyselin a (vi) koncentrace biogennich aminl (tryptamin, fenylethylamin,
putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin). Kvantifikace
biogennich amini byla provedena chromatografickou metodou HPLC
se spektrofotometrickou detekci (UV oblast pti vinové délce 254 nm). Fyzikalni
analyza predstavovala méfeni vyvoje texturnich vlastnosti pfirodnich syra
v pribéhu zrani a mikrobiologickd analyza zahrnovala stanoveni poctu
nasledujicich mikroorganizmi na ptisluSnych Zivnych pidach: (i) PCA — celkovy
pocet mikroorganizmi; (ii) M17 — mlééné koky; (iii) MRS — tyc¢inky bakterii
mlééného kvaSeni; (iv) Endova puda — koliformni bakterie z celedi
Enterobacteriaceae; (v) SB — bakterie rodu Enterococcus; (vi) CHYGA — plisné

a kvasinky.
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Z ptedlozené disertacni prace lze formulovat nasledujici zavéry:

1) pouziti dopliikovych mikrobidlnich kultur nemélo vliv na zékladni chemické
parametry (hodnoty pH, obsah susiny, obsah soli, obsah tuku v susin¢) ani
na texturu (tvrdost) pfirodnich syrt;

2) pouziti rizného obalového materidlu mélo vyrazny vliv na obsah suSiny
(konkrétné v pripadé kopolymerniho natéru byl zaznamenan rostouci trend
Ve vyvoji susiny) a na texturu prirodnich syrt (syry zabalené v kopolymernim
natéru vykazovaly vyrazné&ji vyssi hodnoty v tvrdosti);

3) vyvoj po¢tu mikroorganizml vykazoval urCité rozdily mezi jednotlivymi
vzorky;

4) intenzivnéj§i proteolyza probihala zejména u vzorkl s dopliikovym
mikrobidlnim kmenem s degradacni aktivitou vii¢i biogennim aminim;

5) byla prokazana degradac¢ni aktivita dopliikovych mikrobialnich kmend vaci
obsahu biogennich aminti béhem zrani v redlném systému piirodnich syri;

6) mikrobidlnim kmenem s nejintenzivnéj$i degradacni aktivitou biogennich
aminu byl Lacticaseibacillus casei CCDM 198, u kterého byla po 168 dnech
prokéazana celkové niZzsi koncentrace biogennich aminii az o 28 %;

7) u kmene Lacticaseibacillus casei CCDM 198 byla prokazana nejucinnéjsi
degradacni aktivita vaci fenylethylaminu, kadaverinu a putrescinu, zatimco
na vyvoj tyraminu nebyl zpozorovan Zadny vyrazny vliv.

Hlavnim divodem, pro¢ je dilezit¢é se nadadle vénovat vyzkumu
zamétujicimu se na moznosti sniZzeni obsahu biogennich aminli v potravinach,
jsou pravé zminéna zdravotni rizika spojend s konzumaci potravin s vysokou
koncentraci téchto latek. Zarovent mize dochazet k vyssi akumulaci biogennich
aminl prostiednictvim konzumace riznych potravin a napoji ve velmi kratkém
c¢asovém obdobi (napf. sou¢asnou konzumaci syrti a vina) s ndslednym zahlcenim

konzumentova detoxifika¢niho systému.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AAA automaticky analyzator aminokyselin

BA biogenni aminy

CCDM Ceska sbirka mlékarenskych mikroorganizmi

CPM celkovy pocet mikroorganizmi

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

CHYGA Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (ptida pro stanoveni
plisni a kvasinek)

IMCU mezinarodni mléko srazeci jednotky

M17 plda pro stanoveni bakterii rodu Lactococcus

MRS De Man-Rogosa-Sharpe agar (plida pro stanoveni tyCinek
bakterii mlééného kvaseni)

PCA Plate Count Agar (pida pro stanoveni celkového poctu
mikroorganizmil)

PEF pulzni elektrické pole

SB Slanetz-Bartley agar (puda pro stanoveni bakterii rodu
Enterococcus)

uv ultrafialova oblast
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