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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaffena na produkci biogennich aminmikroorganizmy
izolovanymi kEhem jednotlivych fazi vyroby tvarohu. Jednotlivésti prace se anuji
popisu surovin pro vyrobu tvarohu a jeho vyolDale je zde popsana charakteristika
a vlastnosti biogennich aniin jejich vyskyt v potravinach a ugobeni na lidsky
organizmus. Produkce biogennich ambyla u 155 mikroorganiztnizolovanych Bhem
vyroby tvarohu detekovana pomoci vysoce&inné kapalinové chromatografie.
U mikroorganizni izolovanych ze vSech fazi vyroby tvarohu byla tzjia gedevsim
produkce tyraminu a sperminu. Spermidin byl stanopeuze u 4 ze 155 zkoumanych
izolatl, jeho obsah byl do 2,0 mg/l. Celkova produkce brodch amif v analyzovanych

mikrobialnich izolatech dosahla maximalni hodnddy 1,9 mg/l.

Klicova slova: biogenni aminy, mikroorganizmy, tvarolysoce «innd kapalinova

chromatografie

ABSTRACT

The present diploma thesis focuses on the productid biogenic amines by
microorganisms which were isolated in differengstof the quark production. The thesis
is divided into several parts describing ingreddiot the production of the quark and the
quark production itself. Moreover, characterisacsl properties of biogenic amines, their
occurrence in food and their impact on the humayamism are described. Production of
biogenic amines was determined by 155 microorgamissolated during the quark
production using the high-performance liquid chrtogeaphy. Especially the tyramine
and spermine production were detected in microasgam which were isolated in all
stages of the quark production. Spermidine wasctideonly in 4 from 155 analysed
isolates in the volume of 2.0 mg/l. The total prction of biogenic amines in analysed

microbial isolates reached the maximum value ofl19ng/I.

Keywords: bigenic amines, microorganism, quark, hhigoerformance liquid

chromatography
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UvoD

Tvaroh predstavuje tradni produkt, kteryclovek poznal jiz ged 8000 lety. Tvarohy
nejsou povazovany za specificky vyrobek, ale jsamzeny kierstvym syim s gevahou

kyselého srazeni.

Biogenni aminy (BA) tvéi skupinu nizkomolekularnich dusikatych slenin, které maji
vyznamné fyziologicke, ale také toxick&inky. BA vznikaji kthem metabolickych
proces v Zivych bukach, nebo z aminokyselinigobenim bakterialnich dekarboxylaz.

Bé&Zne jsou biogenni aminy obsazeny ve fermentovanycHykizch.

Obecr je pi vyrob¢ potravin a napdj kladen velky draz na kvalitu a zdravotni
nezavadnost produktu. Ke kontaminaci potravin a ojigapmuaze dojit Ehem
technologického procesu vyroby nehio §patném skladovani produktu. Neji®i trendy

v oblasti bezpénosti potravin podniiuji zkoumani latek vyskytujicich se v potravinach,
které mohou ovlivnit zdraulovéka. Mezi tyto latkyfadime pray biogenni aminy.
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1 PROCES VYROBY TVAROHU

Tvarohy mohou byt korseaym produktem a také surovinou pro dalSi zpracqvjakio
nagiklad pouziti pimyslového tvarohu pro vyrobu olomouckych . Na vyslednou
konzistenci tvarohu maji vyznamny vliv pouZité suny pro vyrobu tvarohu a Zjgob
technologie vyroby, ktera nam owuivje i trvanlivost produktu. Tvarohy jsou vygity

S riznou t¥nosti, ktera je stanovena vyhlaskow7/2003 Sb [1].

1.1 Suroviny pro vyrobu tvarohu

Zakladnimi surovinami pro vyrobu tvarohu jsou mlgkdterého nejprve probiha tepelné

oSeteni, dale je zaptebi syidlo acisté mlékaskeé kultury.

Pi vyrob¢ tvarohu se vyjiméné pridava CaCl, v davce max. 5 az 10 g CaCia 100 |
mléka. Cilem je zlepSeni istelnosti a lepsSi od#leni tvarohoviny od syrovatky podporou

syneréze. [2], [3]

1.1.1 MIéko

Mléko je tekuty sekret médé Zlazy samic savg jehoz primarni aijfrozenou funkci je
zabezpéit vyzivu narozeného mid&tk. [4] Jednd se o komplexni potravinu obsahujici

vSechny nutginé vyznamné latky. [5], [6]

V nasich podminkach se proapmyslové zpracovani a lidskou vyzivu vyuzivigegevsim

mléko kravskeé, v menSi hei mléko kozi, odi a buvoli. [5]

MIéko je bilad az lehce naZloutld népledné tekutina sifznanou vini a nasladlou chuti.
Chemické sloZeni kravského mléka oiliyi nejriznéjSi ¢initelé, mezi které pétplemeno
a geneticky potencial dojnice, zdravotni stav, vgzipdadi a faze laktace. #nérné slo-

Zeni kravského mléka uvedeno v hmotnostnich precarit]:

» Voda 86 — 88 %

SuSina12-14 %

Dusikaté latky (hruba bilkovina) 3,1 — 3,8 %
Tuk 3,5-5,5%

Sacharidy 4,5 -5,5%

YV V V V
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Dale mineralni latky, vitaminy, enzymy, hormonyymy. Mléko Fedstavuje polydisperzni
systém. Mlény tuk je gitomen ve formy emulze v tzv. miéné plazmd. Hlavni ml&na
bilkovina, kasein, je ffitomna ve formy koloidni disperze vtzv. mé@&ém seéru, které
obsahuje koloidni roztok sérovych bilkovin a prawgtok laktozy, mineralnich latek
a dalSich slozek. [5], [6]

Hodnota pH kravského mléka se obvykle pohybujetgrialu 6,5 — 6,7. [4] i vyrobé
tvarohi Ize nizkou kyselost mléka zvySitigavkem smetanového zakysdi¢gpmz jeho
davka 0,5 % zvysi tittai kyselost o 0,2 SH a pH se snizi o 0,03 — 0,84 duziti vepo-
vého pepsinu se mlékaqukysava az do tittai kyselosti 7,5 — 8 SH, tj. pro odsténé
mléko do hodnoty pH 6,3 — 6,4iiRaatkovani 0,8 — 1 % smetanového mezofilniho zaky-
su @i teplog 28 °C postéuje doba 1 — 2 hodiny v mléce s dobrou kysaci sohsgp. [3]

1.1.2 Syridlo k vyrob é tvarohu

Pro syitelnost mléka (schopnost enzymového srédZzeni milgkanutna pitomnost
vapenatych iorit a je rovieZz ovlivnéna genotypem dojnice fiRvyrob¢ klasického tvarohu

a vyrolE tvarohu odsed’ovanim se u nas pouzivéepazi pepsin. [5]

Pro gedkysani se davkuje na 1000 | gddtného mléka k vyrob tvarohu 80 — 100 ml
tekutého vefpvého pepsinu o aktiwtl0 000 pepsinovych jednotekii Ryrobé klasického
tvarohu se pouZzivalo chymozinovéisjo v davce 20 ml na 100 | mléka. [3]

1.1.3 Cisté mlékaiské kultury pro vyrobu tvarohu

Pouziti mlékaskych kultur @i vyrobé tvarohu ma vice vyznaimHlavnim &elem pouZziti
je Uprava kyselosti mlékargd syenim a tvorba migé kyseliny spolu s aromatickymi
chwovymi latkami. DalSi vyznam pouziti mléiskych kultur pro vyrobu tvarohu je
snizeni pH, coZz ma do jisté miry i konzemiinek, ktery brani v rozvoji hnilobnych
bakterii. [3]

Pro vyrobu nikkého tvarohu odiedivkovym zmisobem se jako zakladni snpouziva
smesna smetanova kultura, kterd obsahuje z mezofilnkoki rody Lactococcus
alLeuconostocNa kvalig ¢istych mlékaskych kultur zavisi nejen fiboeh technologie, ale

piedevsim kvalita finalniho vyrobku. [5], [6]
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1.2 Tvaroh

Tvaroh nmizeme definovat podle vyhlasky. 77/2003 Sb. jako nezrajici syr ziskany
kyselym srazenim, kter&gvlada nad srazenim pomoctidia [1]. Radime ho do skupiny
.Kyselych syfi“, coz znamena, Ze podstatou srazeni¢miéh bilkovin je zmina pH
zpisobend rozkladem laktdzy sacharolytickymi mikrooigeny pouzité kultury. [2], [7]

Tvaroh je srazenina vyrobena z plnoitého, castén¢ odstedného nebo odstdného

mléka, zbavena podstattésti vody, resp. syrovatky. Tvarohy jsou vy#ap s iznou

tuénosti. Mekky a ptimyslovy tvaroh se vyrabi z odsténého miéka. V tradni vyrobk: se

tuény tvaroh vyrabi z mléka s upravenoudrasti a pi vyrob¢ odstedovacim zgisobem

dodaténym pidavkem smetany k odsténému tvarohu z odgdiného mléka. Vstupni
hodnoty t@nosti pro smSovani odsedného mléka, mléka s upravenouwnasti nebo
smetany jsou ziskany z kontinualnihateni tuwnosti smetany gravimetricky.i&hled

rozcleni tvaroti podle konzistence a obsahu tuku v séifgnuveden v Tab. 1. [3]

Finalni vyrobek ma mitistou miré kyselou chd. Trvanlivost je pordrné omezena
a rozdilnd pro jednotlivé skupiny tvarghkteré jsou uvedeny v Tab. 2. Dlouhodgsh
trvanlivost maji pouze termizované tvarohyi $kladovani dochézi péase k uvaiovani
syrovéatky, vytvéi se kruptkovita struktura, rdni se chd tvarohu z mira kyselé na
kyselou az hikou chu'. [1], [8]

Tab. 1 Klasifikace tvarohu podle konzistence a bbgaku v suSia[1].

Tvaroh Tuk v susiné (v % hmot.)
Tuény vice nez 38,04etns
Polotwny 25,0 az 15,0
Nizkotwny nebo jemny ménnez 15,0 vetns
Odtwnény nebo mikky nebo tvrdy mé&inez 5,0 vetrg




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

Tab. 2Clenéni tvarohi na druhy, skupiny a podskupiny [1].

Druh Skupina Podskupina
mekky nebo odtanény
nizkotwny nebo jemny termizovany
Tvaroh polotwny tucny

tvrdy nebo na strouhani

nebo ke strouhani

1.3 Technologie vyroby tvarohu

Podle zjisobu zpracovani tvarohovinyideme technologii vyroby tvarohu radid na
tradiéni vyrobu (diskontinualni technologigyarohy vyrakné odstedivkovym zisobem

(kontinuélni technologie) a vyroba termotvarohd, [8], [9]

1.3.1 Tradiéni vyroba tvarohu — diskontinualni technologie

Pro tradéni vyrobu tvarohu se pouZziva vysoka pasterace npékaplot 85 °C po dobu
12 az 20 sekund. iP pasteraci se z#i maximalni podil vegetativhich forem
mikroorganiznit a zarové dochazi ke zvySené denaturaci bilkovin syrovatkigré
zvySuji vaznost vody. Odstkné mléko se po pasteraci srazi v tvaiskgch vanach
zaatkovanim 0,5 — 1 % mezofilniho zakysu a malyiidavkem siidla. Po fermentaci se
tvarohovina pokraji a vypousti do tvarohovych pwl tvaroznik. Jejich pekladanim se
dosadhne po odkapani syrovatky pozadované susSimgéklkého tvarohu 25 %). Tvaroh
vyrobeny tradinim zpisobem se bali do hlinikové félie s unit pergamenovou vrstvou

nebo se expeduje v obalech pro velkagdtele k dalSimu zpracovani. [6]

1.3.2 Vyroba odstredivkovym zpisobem — kontinualni technologie

Pri vyrobé tvarohu odskedivkovym zpgisobem se pouziva Setrna pasterace miéka p
teplot 74 — 75 °C, 15 — 25 srithym odstedénim tvarohového koagulatu se vyrabi tvaroh
o susik 20 %. Pro zvySeni suSiny 0 5 % jelia dolisovat tvaroh na lisovacimiizeni
nebo zajistit ofev koagulatu fed odsted®nim. Postup je schematicky znazérnna

Obr. 1. [3]
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v

PASTERACE
74 -75°C,20-40s

—@—
PREDEZRANI

26 - 30°C, 2 -4 hod., 8 - 8,4 dle SH

——-
ZRANI

18 - 20 hod., 36 - 40 dle SH

-

-

ROZMICHANI

-

PRECERPANI

-

OHREV KOAGULATU
40 - 42°C

-

VYDRZ
konické silo, 30 min

-

ODSTREDENI

-

TVAROH
susSina 25 %

v

CHLAZENI

O

BALENI, EXPEDICE

Obr. 1Schéma vyroby tvarohu odistlivkovym zgisoben (upraveno podle Kadle[6]).
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1.3.3 Vyroba termotvarohu

Tvaroh z vysoko pasterovaného miléka lépe vaze waoahd vySSi nuttni hodnotu. Toho
se pouziva { pasteraci mléka pro vyrobu termotvarohu, kde gsterace zvySena na
82 °C az 92 °C po dobu 5 — 6 minut. Cilem tohotetrefi je denaturace syrovatkovych
bilkovin, jejich vazba na kasein a nasledné vysrtazpoléné s kaseinem. Tim je
dosazeno vySSi wginosti. MIéko se obdoknjako u gedchozich zfsohi vyroby
zaakuje ¢istymi mlékaskymi kulturami a fida se s¥idlo. Pred odsted’ovanim probiha
termizace fi teplo& 60 °C po dobu 4 minut, ktera zarudelSi trvanlivost vyrobk (cca
21 dni). Ri vyrobé termotvarohu se pouzivaji termofilni kultury a samovy zakys. B
vyrob¢ termotvarohu dochazi k zachyceni az 50 % syrovgtho bilkovin, které lépe
vazou vodu a tim dochazi ke zvySenicgyiosti. Termotvaroh ma dobrou vaznost votly p
nizSich teplotach, tudiz neni vhodny jako magb pe&iva. SuSina termotvarohu je nizsi

(17 %), je proto vhod#)Si na pomazéanky, ovocné dezerty apod. [6]

1.4 Tvaroh jako surovina

Tvaroh se také vyuziva jako surovina pro dalSi bkyo— smetanovée krémy, termixy,
tvarohové speciality se zeleninou, tsky i jako sodast receptury tavenych syr
Smetanové krémy jsou vyréy pod Giznymi nazvy, jako Lipaneki Pribin&ek. Jsou to
nejrozstergjSi tvarohoveé speciality proét. Nejcasgji se vyralgji s prichuti vanilkovou,

¢okoladovou a ovocnou. [9]

Pfi vyrob¢ termixi se tvaroh spote¢ s ostatnimi fisadami (maslo, cukr, stabilizator,
piisady, aroma, barva) michaji za sniZzeného tlakwresyrem na 65 — 70 °C. Vychlazena
smes se promisi v hiaci, Slehani dusiku zjefiuje konzistenci, prodlouzeni trvanlivosti se

dosahuje termizaci sisi. [6]

Tvanizky jsou jedinym kyselym syrem vyr&iym z tvarohu o susin32 %. Tvaroh se
nasoli, plni do biek, udusa a zrajezkolik tydni. Pak se uzraly tvaroh smichéesstvym,
piida se jedla soda CaCQ. Hmota se promicha a sekaji se z @intgy ¢i véneky.
V kyselém prosedi na povrchu dochazi fstu nepravych kvasineHR ¢rulopsis, Candida,
Oosporg, které rozlozi kyselinu mééou. Nasled& se tvaiizky operou v préce a do vody
se fidd mazovéa kulturaBrevibacterium linensmikrokoky). ProBhne vlastni zrani, na

povrchu vznika maz, syr zraje od povrchu ded. [10]
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2 CHARAKTERISTIKA MIKROORGANIZM U VYSKYTUJICICH
SE V TVAROHU

Mikroorganizmy, které produkuji biogenni aminy, mohbyt v produktu firozerg
piitomné, jako kontaminujici mikrofléra nebo mohout bynesené do potravinyébem
technologického zpracovani jako startovaci kultukikroorganizmy tedy vyznanin

ovlivauji tvorbu biogennich aminbéhem vyroby potravin. [11], [12]

2.1 Bakterie mlééného kvasSeni

Bakterie mléného kvasSeni (BMK) tvid velkou girozenou skupinu nepohyblivych
nesporulujicich fakultativh anaerobnich az mikroaerofilnich grampozitivhichkiko
a tyeinek, které fermentuji sacharidy a tispitom hlavreé kyselinu mlénou. [5]

Zakladni funkce bakterii mtéého kvasSeni, pouzivanychri pracovani miléka, jsou
technologické a senzorické. Tyto funkce jsou sppjefedevsim s produkci kyseliny
mléiné, vzniku senzoricky vyznamnych sloZek (diacetgktaldehyd, voln&€kavé mastné
kyseliny apod.), rozkladem bilkovin a pattwanim patogennich a technologicky
nezadoucich mikrobialnich driah[13] Ze skupiny BMK jsou vybrany mikroorganizmy,
které jsou zawrn¢é pridavané do mléka nebo smetany, jejichz cilem jeolgtvzneny ve

vzhledu, konzistenci, obsahu a chuti danéhanéio vyrobku. [9]

Bakterie mléného kvaseni jsou tolerantni ke kyselému i alkaliclya prostedi, jsou sla®
proteolytické a lipolytické, vyZzaduji fiftomnost volnych aminokyselin, zdroj dusiku

a vitaminy. [14]

BMK je mozno rozdlit do vSeobecnych kategorii podle kéngch produki jejich
metabolizmu. RodystreptococcusPediococcusLactococcusa Enterococcugnaji pouze
anaerobni katabolicky metabolizmus atfwyselinu ml€nou jako tendt jediny produkt
metabolizmu cukr. Proto se zZazuji mezi homofermentativni ntléé bakterie. Rod
LeuconostoczkvaSuje sacharidy na kyselinu @méu, etanol a Cg proto paiti mezi

M v v

heterofermentativni mé@é bakterie. Tvid kulovité az¢ockovité buiky spojené po dvou
nebo doretizki. Mezi technologicky nejtlezitéjSi mezofilni bakterie miéeho kvaSeni
pati Lactococcus lactissubsp.lactis, Lactococcus lactissubsp.cremoris Lactococcus
lactis subsplactis biovar diacetylactis Leuconostoc mesentoreroidggbsp.dextranicum

Leuconostoc mesentoreroid®#sp cremoris[13]
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2.1.1 Rod Lactococcus

Rod Lactococcusma buiky sférické nebo ovoidni, vyskytujici se po dvow &ratkych
fetizcich. Rod serfadi mezi grampozitivni, nesporulujici, nepohyblividkultativns

anaerobni koky. [15]

v s

cremoris (Obr. 2) alLactococcus lactisubsp.lactis jsou sodasti mikrofléry zékladnich
smetanovych kultur, které ftiio prevazre kyselinu ml€nou. [3] Nekteré kmeny
Lactococcus lactiprodukuji bakteriocin nizin, ktery inhibuje rozvigdy grampozitivnich

bakterii. Tento bakteriocin se také pouZzividkpnzervaci potravin. [13]

Lactococcus lactissubsp. lactis je neodmyslitelnou s@asti pouZivanychgistych
mlékaskych kultur pouzivany na vyrobu nité/ch vyrobKki. Roste v rozmezi teplot 10 az
40 °C, gicemz optimalni tvorba kyseliny mige je @i 30 °C a je schopnyustu

i v piitomnosti 4 % NaCl. [16]

Lactococcus lactisubspcremoris(Obr. 2) ma akteré charakteristické vlastnosti, kterymi
se liSi odLactococcus lactisubsp.lactis. M& nizsi optimalni teplotu, a to 28 °C, fvo
metitelnd mnozstvi Cg laktézu fermentuje pomaleji. Morfologicky se vgnje
zpravidla @tSimi buikami a tvorbou dlouhychetizki. Pati mezi homofermentativni
bakterie mléného kvaSeni,ijtemz hlavnim produktem je kyselina ié. [16]

Obr. 2Lactococcus lactisubsp.cremoris[17].
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2.1.2 Rod Leuconostoc

Bakterie z rodu_euconostoati do ¢elediStreptococcaceadsou to grampozitivni koky,
nepohyblivé, netvidci spory. Jsou fakultatién anaerobni, katalaza negativni. Tivo
zpravidla drobné, okrouhlé, hladké a Sedobilé kelama vhodnych Zivnych tplach.
V bujonové kultie zpisobuji pravidelny zakal. &které kmeny tvéici dlouhétetizky se
usazuji na d& zkumavky. RodLeuconostocpati mezi heterofermentativni ndéé
bakterie, jelikoZz zkvaSuje sacharidy na kyselinésmbu, etanol a C® [13] Optimalni
teplota fistu se pohybuje v rozmezi 20 az 30 °C, a&ldaré rostou i p 5 °C. V zivnych
padach vyZaduji fitomnost #éstovych faktoé, jako jsou aminokyseliny a vitaminy
skupiny B. [15], [16]

Leuconostoc mesenteroidesbsp.dextranicumse vyznauje tvorbou dextranu. Je mg&n
aktivni jako subspmesentoroidesDale je mé# nara@ny na zZiviny a tistové faktory.
Disimiluje citran a pouZiva se v mlékarenské tedbgiojako slozka smetanového zakysu
na produkci aromatické latky diacetylu.[16]

Leuconostoc mesenteroidesbsp.cremoris(Obr. 3) tvdi zpravidla dlouhé&etizky, které
sedimentuji na dno jako Wky, netvdi ze sacharézy sliz, gatmezi nejmé# aktivni. Je
narainy na fistové faktory, vitaminy skupiny B a aminokyselinypiednosiiuje teploty
18 a7z 25 °C. Vyskytuje se¢b¢ v mléce a mlénych produktech. Je stalou slozkou
mezofilnich smetanovych kultur. Vyztige se disimilaci citranu a tvorbou diacetylu
a acetonu.[3], [16]

Obr. 3Leuconostoc mesenteroidés].
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2.2 Cisté mlékarské kultury

Cisté mlékaské kultury CMK) jsou v literatde popisovany jako specifické bakterie
mléného kysani, které jsou pouzivany k inokulaci mlékgjichz metabolizmus vede
ke vzniku charakteristickych miédych produkii. CMK jsou izolované kultury uZitaych
mikroorganiznii, které maji zajistit spravny {goch biochemickych pochddpii vyrobe,
jako je prokysavani, zrani a spravny vyvoj senkyct vlastnosti vyrobk Podle obsahu

mikroorganizni seCMK déli na kultury bakterialni, kvasinkové, piisvé a smisené. [3]
Cisté mlékaské kultury se dodavaji wiznych formach [5], [6]:

> tekuté kultury pro zatkovani matené kultury,

> lyofilizované kultury pro zagkovani matené kultury,

» koncentrované hlubokozmrazené nebo lyofilizovandtuky pro zagkovani
provozniho zakysu,

» koncentrované hlubokozmrazené nebo lyofilizovankuky pro gimé zadgkovani

produktu ve vyrobniku.

CMK vedle strojré-technického zdzeni spolu se spravnym vedenim technologického
postupu tvei zaklady k tomu, aby z kvalitni suroviny byl vyggbkvalitni tvaroh. Welem
pouziti ¢istych mlékaskych kultur pi vyrob¢ tvarohu je Uprava kyselosti mlékaep
syfenim, tvorba kyseliny mé&é spolu s aromatickymi chiovymi latkami a snizeni pH.
Vybéru a pouziti cistych mlékaskych kultur musi byt &novana nalezitd pozornost,
protoZe kvalita kultur zria¢ ovlivni pribéh technologie a kvalitu findlniho vyrobku. Pro
vyrobu ntkkého tvarohu odstdivkovym zgisobem se pouziva jako zakladniésma

smetanova kultura. [9]

Smetanova kultura
Smetanova kultura je sfsna kultura ufena k vyrob kysanych mlénych vyrobki (nag.
tvaroh, syr, maslo), ktera obsahuje kyselinotvorag Lactococcusa aromatvorny rod

Leuconostoc[19]

Ponmer aromatvornych a kyselinotvornych bakterii v zéklakultue zavisi na vyrobku
(obvykly porér byva 1:9). Doportena doba kultivace je 16 az 20 hodintpplog 21 az
23 °C. Vysledna titréni kyselost je v rozmezi 36 — 42 SHijdavek inokula je 1 %.

Kultiva¢cni médium jeterstvé nebo obnovené pasterované mléko. [6], [19]
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2.3 Kontaminanty

V syrovém mleku byvaji fitomny ve ¥tSim mnoZzstvi plynotvorné bakterie ¢eledi
Enterobacteriaceae(predevsim Escherichia coli Enterobacter aerogengsKlebsiella
pneumoniag Tyto bakterie jsou jako kontaminujici mikroflovapotravinach zodpa@dné
za tvorbu kadaverinu, putrescinu a histamidejich zvySené mnozstvi v mlékugobi
inhibi¢né na tist mi&nych laktokok. Pri pasteraci mléka deného na vyrobu tvarohu se
tyto bakterie spolehli devitalizuji. Tyto kmeny jsou sdéasti stevni mikroflory ¢lovéka
a hospodé&skych zvfat. ProtoZe tyto bakterie jsou termolabilni, jeicjej piitomnost
v mlékarenskych vyrobcichudledkem bd nedostaténého pastermiho rezimu nebo

Spatné hygieny a sanitace v za¥Jd 6]

Tvarohy jsou naréné na surovinu i z hlediska mikrobialni kvality pasterovaném mléce
zastavaji termorezistentni lipdzy psychrotrofnich mdeganiznt, které pi zréni
zpisobuji vady chwt a wviné. Po pasterizaci dale ig¥ivaji i rekteré termofilni
mikroorganizmy. NejzavaZsi je pitomnost sporotvornych mikroorganiam(nag.

Clostridium tyrobutyricum [5]

DalSi skupinou bakterii, které produkuji biogenminiray je skupina enterokék
Pritomnost enterokak v ml&nych vyrobcich je povazovana za indikaci nedos&tgteh
sanit&nich podminek (mnozi se na dojicimiizani, na silazi apod.). ddteré seradi

k termorezistentnim bakteriim, kterg&epivaji pasteai teploty a vyskytuji se i v suSeném
mléce (mnozi se v zah&iem mléce fed jeho susSenim). Enterokoky byly ve vysokych
koncentracich izolovany i z jidel, kterdigobila otravu Ginkem biogennich amin
(hlavre tyraminu) a jsou proto povazovany zavpdce jejich vzniku. Jejich nebezp®st
zvySuje vysoka rezistencdidr antibiotikim. Stale nevyjagmym predmétem vyzkumu je
schopnost enterokék produkovat biogenni aminy vznikajici ve Zné mfe ve
fermentovanych potravindch (klobasy, syry, vineppblivy, rybi produkty). [20]
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3 BIOGENNIi AMINY

Biogenni aminy jsou organické nizkomolekularni Has# latky odvozené od
aminokyselin, které jsou syntetizovany v mikrobiélm rostlinnych a Zziv&isnych
bunkach. [11]

3.1 Vyznam biogennich amini a jejich ¢lenéni

N¢které biogenni aminy maji vyznamné biologické wiasti, pisobi jako tké&ové
hormony (histamin), protoalkaloidy (hordenin, graina stavebni latky, které sé€astni
biosyntézy dalSich hormén zZivocichia (fenyletylamin), fytohormol neboli auxiri,
alkaloidi a dalSich sekundarnich metaholiPosledni dobou poutda pozornost skupina
polyamini (spermin, spermidin, putrescin, kadaverin). Polygmovliviiuji syntézu
proteini, stabilizuji membrany nebo pini neurofyzikalni koe, kdy se &astni penosu
nervoveého vzruchu na synapsich. Mohou takgopit jako vnitrobu&ni poslové. Dale
jsou polyaminy dlezité v procesech bgéneho fistu a proliferaci. V pofedi zajmi tak

stoji mozna dast v nadorovém bujeniiiBnivé vSak misobi @i hojeni ran. [22]

Biogenni aminy se nachéazeji také v potravinachpojiéh. Jedna se o BA odvozené od
bazickych a aromatickych (heterocyklickych) amingddyn, které jsou v nizkych
koncentracich ffirozenou sloZkodady potravin, neldv ZiveciSnych tkanich a rostlinnych
pletivech vykonavajitadu dilezitych funkci. Jsou-li biogenni aminyfijpmany ve
vysokych davkach, mohou se &kterych jedind projevovat jejich toxické &inky na

nervovy a vaskularni systém. [23]

Rozdleni biogennich amin neni pevl dané a v posledni débse objevuji zrny
v za@'azeni biogennich amirdo jednotlivych skupin. Podle chemické struktieymizeme
rozcklit na: [24], [25]

» alifatické: putrescin, kadaverin,

» aromaticke: tyramin, fenyletylamin,
» heterocyklické: histamin a tryptamin,
>

polyaminy: spermidin, spermin, putrescifigadré i agmatin.

Skupina polyamifh miZze byt klasifikovana i jako samostatna skupinatq#e biogenni
aminy do ni patci mohou byt tvéeny alternativni metabolickou cestou a nasledkero to
se projevuji odliSnym fyziologickymtgobenim. [26], [27]
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3.2 Dekarboxylazova aktivita a vznik biogennich amiri

Mezi dekarboxylani reakce miZzeme z#adit procesy dekarboxylace vedouci k tworb
biogennich amit BA vznikaji z aminokyselinjsobenim dekarboxylaz obsahujicich jako
kofaktor pyridoxalfosfat nebo z aminokyselin a larplovych slogenin psobenim
transaminaz. Schopnost dekarboxylovat aminokysetiayi pouze organizmy, u kterych
jsou gitomné dekarboxylazové enzymy. Tzv., endogennidnag aminy jsou produkty
metabolizmu v nizkych koncentracichirpzenou slozkou prakticky vSech potravin.
Exogenni biogenni aminy vznikaji v potravinach jakKsledek mikrobialni kontaminace
a @i kvasnych procesech.i¢hled biogennich aminvyskytujicich se v potravinach je
zobrazen v Tab. 3. Kiftomnosti a akumulaci biogennich amiprispiva dostupnost
volnych aminokyselin, vhodné pH, aktivita vody, kentrace soli, teplota &s zrani,
vyskyt bakterialni mikrofléry a jeji hustota &igemnost mikroorganiziin produkujicich
dekarboxylazy. [23], [26]

Tab. 3 Biogenni aminy, prekurzory, produkty tramsface a biologicky vyznam [23].

Piavodni Produkty aminokyselin, Biologicky vyznam
Biogenni amin | aminokyselina transformace aminu
Lokalni tk&ovy hormon, vliv na
krevni tlak, sekreci Zaludei ¥avy,
histamin histidin Ucast fi anafylaktickém Soku
a alergickych reakcich
kadaverin lyzin
Sutrescin Oe;:}g?;ir::nn\éﬁlo N-m et.yl.putrescin., Stkab|l|z_ace makromqlelful (nukleové
nt spermidin, spermin yseliny), subcelularnich struktur
citrulin (ribozomy), stimulace diferenciace
putrescin, N- burgk, rostlinny hormon
agmatin arginin metylputrescin,
spermidin, spermin
fenyletylamin fenylalanin tyramin, dopamin, Prekurzor tyraminu
adrenalin, noradrenalin
dopamin, adrenalin, _
tyramin tyrozin noradrenalin, synefrin, Prekurzor dopaminu
hordenin
dopamin DOPA* noradrenalin, adrenalin| ~ Mediatory sympatickych neiv
Lokalni tk&ové a rostlinné hormon
tryptamin tryptofan serotonin, melatonin | (katecholaminy), viiv na krevni tlak
peristaltiku stev, psychické funkce

*DOPA - 3,4-dihydroxyfenylalanin
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Biogenni aminy ne€pstji vznikaji dekarboxylaci firozenych aminokyselin qgobenim
bakterialnich dekarboxylaz. Dekarboxylace biogem@iminokyselin je uvedena na Obr. 4.
Z lyzinu vznika misobeni lyzindekarboxylazy kadaverin (1,5-diamindpep Z histidinu
vznika histidindekarboxylazou histamin. Tato dekerdace je s neptsi
pravéEpodobnosti zfisobena mikroorganizmy, které tgmbuji kaZeni potravin, a jejich
piitomnost neni Z&adouci. Producenty histaminu mohgu kibomé bakterii mléného
kvaSeni (nap Lactobacillus buchneri, Lactococcus lactis, Entercaus faeciumi dalSi
bakterie. Z gramnegativnich bakterii to jsou fildpd Morganella morganii

a Enterobacter aerogene@3], [28]

CH
(CHQE\ /COOH /( 2)\4\ + co,
H,N CH(NH,) HoN CHa(NH,)
lyzin kadaverin
/COOH /.NHQ
~¢C | - / ::-‘./ + co,
£ |I NH2 _,--NI ] =
H— N N H™ 5N
Histidin Histamin

Obr. 4 Dekarboxylace lyzinu a histidinu [27].

Dekarboxylaci argininu (arginindekaboxylazou) vznikgmatin a dale putrescin (1,4-
diaminobutan). Putrescin vznika tak&inpo dekarboxylaci ornitinu. Z putrescinu vznika
metylaci S-adenosylmetioninem spermidin a dale rsjper Produkce putrescinu byla
zaznamendna u mnohych bakterii, mezi které |zetwssherichea coliHaemophilus
influenzae Salmonella Typhimurium, Yersinia pestis Vibrio cholerag Vibrio
parahaemolyticus Shigella flexneri [29] Dekarboxylace a dalSi reakce argininu jsou
uvedeny na Obr. 5. [23]
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NE;—C—NH-(CHy); -CH—COOH NE;~(CHy);~CH—COOH  (GHo) —NH—(CHy) ~NH—(CHy);
—_>

NH NH; N, NH; NH,
ini ornithin spermin
arginin l - ¢o, J' - co, p T
NEHp —C—NH-(CHz)4~NH; —* CHyCHCH ¢l —> (sz)a—NH-*((IJth
It%H NE; NH, NH, NH,
agmatin putrescin spermidin

Obr. 5 Dekarboxylace a dalSi reakce arginia8i.

Dekarboxylaci fenylalaninu vznikfenyletylamin. Tyraminvznikd z tyroinu ¢innosti
tyrozindekarboxylag a tryptamin tryptofanu. Mezi bakterie produkujici tyramin Iz
zaradit Lactobacillls, Enterococcus, (rnobacterium. Z DOPA vznika dopamii
(pasobenim dihydroxyfenylalanindekarboxyla. [23] PrisluSné reakce jsou uvedeny
Obr. 6.

HO
Oy 02
CHy- CIIH—COOH —— HO CH;—(%H—COOH — HO CHy~ Cl)H—-COOH
NH2 NH; NHQ
fenylalanin tyrosin dihydroxyfenylalanin (DOPA)
l - CO,y l - CO, HO 1 - COy
0O, 02
CHyCHNH, %, Ho CH,—CHy-NH, —— HO CH,~CHy~NH,
2-fenylethylamin tyramin dopamin

CHy- (I:H_ COOH @\_/erHz ~CHy—NIT,
CT T w —
N COs N

H tryptofan H  tryptamin

Obr. 6 Dekarboxylace fenylalaninu a tryptofaja3].
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3.3 Vyskyt biogennich amini v potravinach

Nefermentované potraviny vykazuji vyznafjgi nafst obsahu amin v souvislosti

s nezaddoucimi procesy rozkladu bilkovin. Z nefertoesnych potravin Ziv&Sného
ptuvodu byva pitomnost biogennich amin(putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu)
casto detekovana v mase a masnych produktech [3Q], Koncentrace histaminu,
putrescinu a kadaverinu se zvySujghém procesu kazeni masa, zatimco koncentrace
sperminu a spermidinu se sniZuje Biogenni aminymeea histamin, byvaji¢asto
detekovany v rybach. V syrovém miéce bylo Zjigt malé mnozstvi polyaminsperminu,

spermidinu a putrescinu. [31]

Biogenni aminy se jakoijpozena sotast vyskytuji v potravindch rostlinnéhdiyodu.
Hlavni BA v ovoci a zeleninbyva tyramin, v menSim mnozZstvi se vyskytigda dalSich
BA. V listech Spenatu se niapvyskytuje volny histamin v mnozstvi zhruba 200 az
400 mg/kg. Biogenni aminy seéasto v rostlinach objevuji ve fogmkonjugati se
skaficovymi kyselinami nebo mastnymi kyselinami. [23]ekl ostatni potraviny, které
mohou obsahovat &itdA mnozZstvi BA, pat cokoldda, kakao, houby nebo teai.

V cerstvém ped byl naméren putrescin v mnozstvi 70 mg/kg. [32], [33], [34]

Fermentované potraviny se vyrabi pomizdy mikroorganizm, které mohou produkovat
biogenni aminy, proto je ve fermentovanych potraein vyssi vyskyt BA. Na vzniku
biogennich amifh se mohou podilet jak mikroorganizmy pouzité vetetavych kulturach,
tak i mikroorganizmy zpracovavané suroviny. [6]5][30bsah biogennich aminve
fermentovanych migych vyrobcich zavisi na obsahu dostupnych pémidminokyselin
v mléce a naiftomnosti dekarboxylujicich mikroorganizmObsah BA vazista také fi
vyrob¢ fermentovanych saldima masnych vyrohk Biogenni aminy byvaji takéasto
detekovany ve sponta&irfermentovanych rostlinnych produktech, jako je indgysané
zeli. [36]

NejznangjSi fermentované n4poje jsou pivo a vino. U pivanggastji a nejvice
produkovanym biogennim aminem tyramin. &kterych kmeii BMK izolovanych z piva
byla detekovana slaba tvorba histaminu, kadavepaotrescinu nebo fenyletylaminu. [37]
Mezi BA vyskytujici se ve vihlze zaadit putrescin, tyramin a histamin. [34] Biogenni
aminy se tvé ve virg béhem fiznych stadii vinifikace a jejich produkce je detarovana
fadou faktoli. Ke zvy3eni koncentrace amimlochdzi tak&innosti ml€nych bakterii.
[35], [38], [39]
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3.4 Pisobeni biogennich amif na lidské zdravi

Biogenni aminy jsou svoji¢asti ve fyziologickém metabolizmu nepostradatehmélipsky
organizmus, avSak jejich vysoké koncentrace jsoxické. Proto zvySeny zajem
o stanoveni koncentraci a zastoupeni jednotlivjobamnich amifi v potravinach vyplyva
z prohlubujicich se poznaitlo jejich pisobeni na lidské zdravi. [23], [40]

Toxické davky biogennich amina jejich gipustnd mnoZzstvi v potravinach je velmi
obtizné stanovit. Toxicky dinek biogennich amin je silné ovlivnén aktivitou enzym
monoaminoxidazy a diaminooxidazy, které je wewstch odbouravaji. Aktivita enzynje
rozdilnd u jednotlivych jedinc a to v zavislosti ngdadt faktoni, pritomnost inhibitod
(Iciva, alkohol) nebo potenciatior Vysoké koncentrace biogennich athiniz neni

enzymovy systém schopen odstranit. [41]

V sowasné dob je vCR platnd vyhlaska 305/2004 Sb. vydand Ministerstvem
zdravotnictvi, ktera stanovuje druhy kontaminufick toxikologicky vyznamnych latek

a jejich gipustné mnozstvi v potravinach. Vyhlaska uvadpystné mnoZzstvi pouze pro
histamin v rybach a rybich vyrobcich, které je wsivi00 mg/kg. ¥tSina znamych
intoxikaci jidlem souvisi prédvs histaminem. Legislativa neieuje vyrob@&m uvadt
obsah biogennich amima obale potravin. [27], [42]

Biogenni aminy se ve vysokych koncentracich molhrojepovat jako latky psychoaktivni
nebo vazoaktivni. Psychoaktivni aminyispbi jako penasSei v centralnim nervovém
systému, vazoaktivni aminyagobi gimo nebo neffmo na vaskularni systém. Mezi
symptomy konzumace vysokych davek biogennich amati, zvraceni, zavrat dychaci
potize, buSeni srdce, poceni, hypotenze (histangbp hypertenze (tyramin) a migrény

(fenyletylamin, tyramin). [27], [16]

3.5 Faktory ovliviiujici produkci biogennich amini

Dekarboxylazova aktivita mikroorganizin je ovliviovana zejména kulti¢aimi
podminkami. Mezi faktory, které vyznagwvliviuji produkci biogennich amin pati
teplota, pH prosedi, gitomnost soli, fitomnost kysliku, doba zréni, skladovani a dale
hygienické podminky vyroby. [11], [43]

Teplota je dlezitym faktorem, ktery ovlikuje nist bakterii s dekarboxylazovou aktivitou.

Optimalni teplota se pohybuje v rozmezi od 20 °GBdSC. Ri teplot pod 5 °C nebo nad
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40 °C dochazi kinhibici tistu bakterii [44]. Teplota dmem skladovani tak sehrava

vyznamnou roli fi tvorbé biogennich amiin

Hodnota pH je dalSim udezitym faktorem p dekarboxylazove aktiwit Fri zvySeni
kyselosti progedi dochazi kinhibici stu mikroorganizi. Fi nizkém pH naopak
dochazi u bakterii k vysSi produkci zasaditych brogch amii, které slouzi jako obranny
mechanizmus proti kyselému intracelularnimu geafit Z gchto divoda je zapotebi najit

rovnovazny stav mezémito mechanizmy. [44], [45]

Obsah chloridu sodného ma také vliv na dekarbowylda aktivitu. VysSi koncentrace
NaCl pispiva ke sniZzeni schopnosti mikroorganizprodukovat biogenni aminy. Stratton
et al. [46] zjistili u Lactobacillus buchneyiZze schopnost t¥id histamin je cast&né

inhibovana p koncentraci NaCl 3,5 % atipkoncentraci 5 % se tvorba histaminu jiz

zastavuje.

Pritomnost kysliku je dalSi z faktor ovliviivjici produkci biogennich amin Vliv
aerobniho a anaerobniho piesli na dekarboxylazovou aktivitu bakterii rddactococcus
zkoumali Bukova et al. [47]. Z provedenych experimergjistili, Ze testované kmeny
Lactococcus lactiprodukovaly vySSi mnozstvi tyraminu v pi@sti bez pistupu kysliku

a zaroveé v piitomnosti 2 % NacCl [47].

3.6 Metody stanoveni biogennich amit

Analyza biogennich aminv potravinach se provadi za&elem stanoveni potencionalni
toxicity potravin. Dale se analyza BA pouziva jak@zatel stuphicerstvosti nebo kazeni
potravin. [48], [49], [50]

Bylo vyvinuto rekolik metod pro stanoveni biogennich athinm potravinach. Saiasné
analytické metody pro kvantifikaci BA jsou zaloZdmgvré na chromatografickych meto-
dach. Mezi tyto metody piattenkovrstva chromatografie (TLC), plynova chrootaafie
(GC), kapilarni elektroforéza (CE) a vysoc&nima kapalinova chromatografie (HPLC).
[51], [52]
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3.6.1 Vysoce &inna kapalinova chromatografie

Vysoce @inna kapalinova chromatografie (HPLC) se diky s@$éstrannostiadi mezi
negasgji pouzivané sepatai metody v porovnani s uvedenymi analytickymi rdetoi
(Tab. 4) Vynika vysokou dinnosti a dobrou opakovatelnosti. Metoda je vhquhoadileni
organickych mé# tékavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozptiste vod,

v organickych rozpoudtllech nebo dnych kyselinach. # analyze biogennich amin
metodou HPLC se n&sgji pouziva systém reverznich fazi, s derivatizaci
danzylchloridem nebo o-ftalaldehydem, detekovan né¥o fluorimetrickym detektorem.
[48], [53]

U metody HPLC jsou vzorky pomoci davkovaciho ventiavkovany do mobilni faze,
ktera unasi jednotlivé slozky vzorku na kolonu. fitehazi k opakovanému ustanoveni
rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a k sepaanalyt dle fyzikalre-chemickych
vlastnosti. Po gichodu sepatmi kolonou jsou analyty v mobilni fazi detekovany
v pritokové cele detektoru. &fenou veltinou je fluorescence, absorbance, index lomu,
elektricka vodivost. Vystupem z detektoru je graficdznam, chromatogram, nammz se
hodnoti plocha nebo vySka piku. Kvantitativni amalyse provadi na principu adeni
vysledku z kalibréni kiivky. V sowasnosti je jednim z hlavnich trendv HPLC
miniaturizace. Mezi vyhody miniaturizace fiasnizeni spaeby a odpadu rozpousiel,
snizeni spdeby vzorku, vySSi hmotnostni citlivost a kompaiibis MS detekci. [48], [54]

Tab. 4 Rozsah pouzitelnosti HPLC ve srovnani stioisté metodami [54].

Rozsah molekulovych o
Metoda ] ] Analyzované latky
hmotnosti analyzM;

primo plyny, latky &kavé a teploté stabilni, po

GC 1-400 o ] o L
derivaci i netkave, po pyrolyze i makromolekularri
ionty, latky polarni i nepolarni, nizkomolekularnil
HPLC 3-16 Y P _ P
i polymery
TLC 100-2000 ionty, latky polarni i nepolarni
ionty, latky polarni i nepolarni, nizkomolekularnil
CE 3-16 Y AP P

I polymery
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3.6.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je plosna chrorgedfie s peviadajicim adsogmim
mechanizmem &deni analyzované stsi latek. Pomoci TLC Ize stanovovat Sirokou Skalu

latek @i vysoke citlivosti, nizké ekonomické n&rmsti a v minimalningase.

Chromatograficky experiment se provadi na tenkév&rsorbentu (celul6za, silikagel,
alumina) naneseného na vhodné podlozce (sklo, Ko¥oke), gevazié vicenasobnou
vyvijeci technikou. Po zaschnuti se vzorek vioZziwwijeci komory s vhodnou sisi

rozpoustdel. Poté se chromatogram vyjme, vysuSi a vhodnyisabem detekuje.
Nasledr jsou biogenni aminy derivatizovany, &&$tji danzylchloridem a kvantifikovany
denzitometricky fi 330 nebo 254 nm. Pro technologii tenkovrstvé ofatografie byly
zkoumany odlisSné systemy rozpoidil, které by byly meén Skodlive a zlepSovaly
separaci #Sich skupin BA, najklad systém rozpouidel chloroform-dietyleter-
trietylamin (6:4:1) a dale chloroform-trietylamifi:{). [49], [51], [55]

3.6.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je metodatama pro analyzuaenych latek. Metoda je
zaloZena na roztbvani slozek mezi dvnemisitelné faze, fazi pohyblivou — mobilni a fazi
nepohyblivou — stacionarni. Princip metody GC &p&d v odp#eni vzorku

v temperovaném davkovacimiizzeni (injektoru), nasleduje o&éni jednotlivych slozek
smési v chromatografické kolan detekce kazdé slozky a jeji vyhodnoceni. Proyanal
biogennich amiln se plynova chromatografie pouziva dasgji ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Derivatizuje se bromidem pentafllb@mazylu, anhydridem kyseliny

heptafluoromaselné, pentafluorobenzaldehydem nihmtoacetyl acetonem. [49], [56]

3.6.4 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je analytickd metoddozena na migraci elektricky nabitych
stanovovanych latek rozpgach v roztoku elektrolytu kapilarou vlivem stejnasného
elektrického pole. Separace latek probihd v k&pilaaplgné roztokem zékladniho
elektrolytu, kterym je zpravidla roztok pufru. Némeym vnitnim ptamérem je zabrano

promiseni separovanyc¢Bstic difazi. [48], [57]

Pti srovnani kapilarni elektroforézy s HPLC podaly oetody uspokojivé vysledky co do
citlivosti, detekniho limitu, reprodukovatelnosti argsnosti, ovSem CE jasrprokazala

lepSi schopnost separace.[58]
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4 CILPRACE

Cilem diplomové prace je posoudit dekarboxylazovaltivitu mikroorganizni
izolovanych khem procesu vyroby tvaréhVzorky pochazeji z jednotlivych fazi vyroby
tvarohu. Dekarboxylazova aktivita mikroorganizrayla stanovena na zakkagrodukce

biogennich amiihn pomoci metody HPLC.
Pro dosaZzeni cile diplomové prace bylo zsgiuit
v teoretickésasti popsat:
» proces vyroby tvarah
» charakterizovat mikroorganizmy vyskytujici se varthu,
» dekarboxylazovou aktivitu, vznik biogennich ainenjejich vyznam,

» pusobeni biogennich amima lidské zdravi a metody jejich stanoveni.

v praktickéc¢ésti bylo nutné naplnit tyto dil cile:
> kultivace vzork izolovanych z vyroby tvarohu v mléké&m Ceské republice,

» stanovit produkci biogennich antirv bujonu po kultivaci izoldt z jednotlivych

fazi vyroby tvarohu,
» porovnat obsah biogennich ariipro jednotlivé faze vyroby tvarohu,

> na zaklad teoretickésasti a vysledk formulovat zavr.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Charakteristika vzorkd z vyroby tvarohu

Vzorky z jednotlivych fazi vyroby tvarohu pochazejmlékarny vCeské republice. Faze
vyroby jsou oznéeny pismeny A az G. Mikroorganizmy byly izolovang dvou skupin
vzorka (skupina | a Il) z vyroby. 1 a¢. 2. Rozdleni a charakteristika vzoik ze kterych
byly mikroorganizmy pro zji®ovani dekarboxylazové aktivity izolovany, je uveden
v Tab. 5.

Tab. 5 Charakteristika vzaikze kterych byly izolovany mikroorganizmy.

Skupina | Skupina Il
Faze Popis vzorku
vyroby P Vyroba | Vyroba | Vyroba | Vyroba
¢ 1 ¢. 2 ¢ 1 ¢. 2
A syrové mléko 1 1
B pasterované mléko odstEné — za pasteren 2 2
C pasterované mléko — standardiziatank 3 3
D mléko gred zakysanim 4 5 4 5
E tvarohovina ped krajenim 6 7 6 7
F tvarohové zrno 8 9 8 9
10 11 10 11
G tvaroh jemny ve spébitelském baleni 12 13
12 13
14 15

Vzorky skupiny | pochazi ze dvou vyrob ze dne 22@®L3, vzorky skupiny Il (cfi dve
vyroby) z vyroby tvarohu dne 17.6.2013. Pro fazgroby A (syrové mléko),
B (pasterované mléko odisténé — za pasterem) a C (pasterované mléko — stamaard
tank) jsou spokené vzorky (vzorky 1, 2, 3). Je to z tohdvddu, protozZe faze A, B, C jsou
spole&né vzdy pro vyrobw. 1 i¢. 2. Teprve v nasledujici fazi D (mlékoepd zakysanim)
dochéazi k rozéleni na vyrobu 1 a 2. Od této faze uz byly vzdyrikyp ze kterych byly
mikroorganizmy izolovany, rozteny na d¥ vyroby.

VSechny izolaty mikroorganizin u kterych byla zjifovana dekarboxylazova aktivita byly

ziskany z Vyzkumného ustavu mlékarenského s.r.siddem v Praze.
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5.2 lzolaty mikroorganizma

Dekarboxylazova aktivita byla zjisvana u celkem 155 mikroorganigmkteré byly
izolovany Bhem vyroby tvaroh v mlékar v Ceské republice. VSechny vzorky byly za
timto elem dodany Vyzkumnym Ustavem mlékarenskym. Praglidiogennich amin
byla u vSech testovanych mikroorganizgjistovana v bujonu po jejich kultivaci.
Kultivace vdech mikroorganizimprobihala dle dopoteni VUM, zpravidla za podminek
(kultivacni pada, teplota kultivace afstup kysliku), pi kterych byly mikroorganizmy
vyizolovany. Kaultivace vzork probihala na i{dach Brain Heart Infusion (BHI,
mozkosrdcova infuze), Trypton Yeast Agar (TYA; agartryptonem a kvasémym
extraktem) a Reinforced Clostridial Medium (RCMida pro anaerobni mikroorganizmy)
za fiznych teplot aerolin (AE) nebo anaerokn(AN). V Tab. 6 je uvedeno barevné
rozliSeni pro pouzité podminky kultivace, kterépmuzito v tabulkach charakterizujicich
jednotlivé izolaty mikroorganizin z tvarohi, které byly v ramci této diplomové praci

testovany na dekarboxyldzovou aktivitu (Tab. 7,. T&brab. 9, Tab. 10).

Tab. 6 Schematické rozliSeni pf@né podminky kultivace.

Kultiva ¢ni medium Teplota Vzduch
BHI 21°C AE
BHI 30°C AE
BHI 37°C AE
BHI 42°C AE
TYA 30°C AE
TYA 6,5°C AE
RCM 37°C AN
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Tab. 7 Testované mikroorganizmy izolované z tvarobkupina |, vyrob&. 1 a podminky

jejich kultivace.

Faze Popis vzorku Cislo Oznateni izolatu| Podminky kultivace
vyroby vzorku
A syrové mléko 1 Vi TYA S0°C/AE
V2 TYA 6,5°C/AE
V3 TYA 30°C/IAE
pasterované mléko s G 30°C/AE
. V5 TYA 30°C/IAE
B odstedkne 2 V6 BHI 37°CIAE
—za pasterem V7 BHI 30°C/AE
V8 RCM 37°C/IAN
V9 BHI 37°CIAE
c pasterované mléko 3 V10 BHI 30°C/IAE
— standardizai tank V11l BHI 30°C/AE
V12 TYA 6,5°C/AE
V13 TYA 30°C/IAE
V14 TYA 30°C/IAE
V15 TYA 30°C/IAE
mléko gred zakysanim V16 TYA 30°C/AE
D 3 ) 4 V17 BHI 42°CIAE
— vyrobas. 1 V18 BHI 37°CIAE
V19 BHI 30°C/IAE
V20 BHI 30°C/IAE
V21 BHI 30°C/IAE
V22 BHI 42°CIAE
tvarohovina ped krgjenim N2 BHI ST
E i ) 6 V24 BHI 37°CIAE
— vyrobas. 1 V25 BHI 30°C/AE
V26 BHI 30°C/IAE
V27 BHI 42°CIAE
tvarohové zrno 20 BHI STHEIAE
F . y 8 V29 BHI 30°C/IAE
— vyrobas. 1 V30 BHI 30°C/AE
V31 RCM 37°C/IAN
V32 BHI 42°CIAE
. . V33 BHI 37°CIAE
tvaroh jemny ve
. . . V34 BHI 30°C/IAE
spofebjtelskfam baleni 10 i T ST
— vyrobac. 1/1 V36 RCM 37°CIAN
V37 TYA 6,5°C/AE
G tvaroh jemny ve V38 BHI 30°C/AE
spotebitelském baleni 12 V39 BHI 30°C/AE
—vyroba¢. 1/14 V40 TYA 6,5°C/AE
V41 BHI 42°C/AE
tvaroh jemny ve V42 BHI 37°C/IAE
spotebitelském baleni 14 V43 BHI 30°C/AE
— vyrobag. 1/25 V44 BHI 30°C/AE
V45 BHI 30°C/IAE
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Tab. 8 Testované mikroorganizmy izolované z tvarokkupina I, vyrob&. 2 a podminky
jejich kultivace.

I,:aze Popis vzorku Cislo Oznafeni izolatu| Podminky kultivace
vyroby vzorku

A syrové mléko 1 Vi TYA S0°CIAE

V2 TYA 6,5°C/AE

V3 TYA 30°C/AE

pasterované mléko va TYA SOPCIE

B odstedné 5 V5 TYA 30°C/AE

V6 BHI 37°C/AE

— za pasterem V7 BHI 30°C/AE

] RCM 37°C/AN

V9 BHI 37°C/IAE

c pasterované mléko 3 V10 BHI 30°C/AE

— standardizmi tank V11 BHI 30°C/AE

V12 TYA 6,5°C/IAE

V46 TYA 30°C/AE

V47 TYA 30°C/AE

. - V48 BHI 37°C/AE

D mléko pf,ed zavkysanlm 5 VT BHI I AE

— vyrobag. 2 V50 BHI 21°CIAE

V51 RCM 37°C/AN

V52 TYA 6,5°C/IAE

. - V53 BHI 42°CIAE

£ tvarohovu}a petvj krajenim . T . S —

— vyrobag. 2 V55 BHI 37°CIAE

V56 BHI 42°C/IAE

V57 BHI 37°C/AE

F tvarohové zrno 9 V58 BHI 37°C/IAE

— vyrobag. 2 V59 BHI 30°C/AE

V60 RCM 37°C/AN

V61 RCM 37°C/AN

V62 BHI 42°CIAE

tvaroh jemny ve V63 BHI 37°CIAE

spotebitelském baleni 11 V64 BHI 37°CIAE

— vyrobag. 2/1 V65 RCM 37°CIAN

V66 TYA 6,5°C/IAE

tvaroh jemny ve V67 BHI 30°C/AE
spotebitelském baleni 13

G — vyrobag. 2/14 V68 TYA 6,5°C/AE

V69 TYA 30°C/AE

V70 BHI 42°C/IAE

tvaroh jemny ve V71 BHI 37°CIAE

spotebitelském baleni 15 V72 BHI 30°C/AE

— vyrobag. 2/25 V73 BHI 30°C/AE

V74 BHI 30°C/AE

V75 BHI 30°C/AE
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Tab. 9 Testované mikroorganizmy izolované z tvarchiskupina II, vyroba¢. 1
a podminky jejich kultivace.

I,:aze Popis vzorku Cislo O.znaicenl Podminky kultivace
vyroby vzorku izolatu

V76 RCM 37°C/AN

A syrové mléko 1 V77 TYA 6,5°C/AE

V78 TYA 6,5°C/AE

V79 TYA 30°C/AE

pasterované mléko V80 BHI 37°CIAE

B odstedné 2 V81 BHI 30°C/AE

— za pasterem V82 BHI 30°C/AE

V83 TYA 6,5°C/AE

V84 TYA 30°C/AE

V85 TYA 30°C/AE

V86 TYA 30°C/AE

V87 TYA 30°C/AE

c pasterované mléko 3 V88 TYA 30°C/AE

— standardizi tank V89 BHI 30°C/AE

V90 BHI 30°C/AE

Vo1 BHI 30°C/AE

V92 TYA 6,5°C/AE

V93 TYA 6,5°C/AE

V94 TYA 30°C/AE

V95 TYA 30°C/AE

V96 TYA 30°C/AE

V97 BHI 42°CIAE

D mléko ed zakysanim 4 V98 BHI 37°CIAE

—vyrobaé. 1 V99 BHI 30°C/AE

V100 BHI 30°C/AE

V101 BHI 30°C/AE

V102 TYA 6,5°C/AE

V103 TYA 6,5°C/AE

V104 BHI 42°C/AE

V105 BHI 37°CIAE

tvarohovina ped krjenim V106 BHI 30°C/AE

E i y 6 V107 BHI 30°C/AE

— vyrobag. 1 V108 BHI 30°C/AE

V109 BHI 30°C/AE

V110 TYA 6,5°C/AE

V111 BHI 42°CIAE

i hové V112 BHI 37°CIAE

F var<? ovevzrno 8 V113 BHI 30°C/AE

— vyrobaz. 1 V114 BHI 30°C/AE

V115 BHI 30°C/AE
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Tab. 9 Pokréovani: Testované mikroorganizmy izolované z tvarchuwskupina I,
vyrobac. 1 a podminky jejich kultivace.

I,:aze Popis vzorku Cislo O.znaicenl Podminky kultivace
vyroby vzorku izolatu

V116 BHI 42°C/IAE

V117 BHI 37°CIAE

tvaroh jemny ve V118 BHI 30°C/AE

spotebitelském baleni 10 V119 BHI 30°C/AE

— Wrobaé_ 1/1 V120 BHI 30°C/AE

G V121 BHI 30°C/AE

V122 TYA 6,5°C/AE

V123 TYA 30°C/AE

tvaroh jemny ve V124 TYA 30°C/AE

spotebitelském baleni 12 V125 TYA 6,5°C/AE

— vyrobag. 1/25 V126 TYA 6,5°C/AE

V127 TYA 37°C/IAN
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Tab. 10 Testované mikroorganizmy izolované z tvarchskupina II, vyrobac¢. 2
a podminky jejich kultivace.

I,:aze Popis vzorku Cislo O'znaicenl Podminky kultivace
vyroby vzorku izolatu
V76 RCM 37°C/AN
A syrové mléko 1 V77 TYA 6,5°C/AE
V78 TYA 6,5°C/AE
V79 TYA 30°C/AE
pasterované mléko V80 BHI 37°C/AE
B odstedné 2 vl BHI 30°C/AE
— za pasterem V82 BHI 30°C/AE
V83 TYA 6,5°C/AE
V84 TYA 30°C/AE
V85 TYA 30°C/AE
V86 TYA 30°C/AE
V87 TYA 30°C/AE
C pasterované mléko 3 V88 TYA 30°C/AE
— standardizéni tank V89 BHI 30°C/AE
V90 BHI 30°C/AE
Vol BHI 30°C/AE
V92 TYA 6,5°C/AE
Vo3 TYA 6,5°C/AE
V128 TYA 30°C/AE
V129 TYA 30°C/AE
V130 BHI 42°C/AE
D mléko ged zakysanim 5 V131 BHI 37°CJIAE
— vyrobac. 2 V132 BHI 30°C/AE
V133 BHI 30°C/AE
V134 TYA 6,5°C/AE
V135 TYA 6,5°C/AE
V136 BHI 42°C/AE
V137 BHI 37°C/IAE
tvarohovina ped krgjenim v138 BHI 30°C/AE
E i y 7 V139 BHI 30°C/AE
— vyrobac. 2 V140 BHI 30°C/AE
V141 RCM 37°C/IAN
V142 TYA 6,5°C/AE
V143 BHI 42°C/AE
V144 BHI 37°CIAE
E tvarohové zrno 9 V145 BHI 30°C/AE
— vyrobag. 2 V146 BHI 30°C/AE
V147 BHI 30°C/AE
V148 BHI 30°C/AE
. , V149 BHI 42°C/AE
tvaroh jemny ve _
tebitelském baleni 11 V150 BH S0°CIAE
SPo robat. 2/ V151 BHI 30°C/AE
G — vyrobas. 2/1 V152 TYA 6,5°C/AE
tvaroh jemny ve V153 TYA 30°C/AE
spotebitelském baleni 13 V154 TYA 6,5°C/AE
— vyrobag. 2/2¢ V155 TYA 37°C /AN
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5.3 Priprava vzorka pro stanoveni biogennich amii

5.3.1 Kultiva éni média

Prvnim krokem kultivace mikroorganiZnpro stanoveni produkce biogennich aimiyla
piiprava tuhé (Zivné)gay. Byly vyuZity i druhy tuhych fd.

Postup pripravy tuhych piad:

TYA

Tryptone Glucose Yeast Extract Agar (HiMedia, Bombadie) 24 g

Destilovana voda 1000 ml

Prislusna navazkadply TYA byla rozpu&tna v poZadovaném mnoZzstvi destilované vody.
Sterilace proéhla v autoklavu $ 121°C po dobu 15 minut. Taktdipravena fida byla za

horka rozlita na Petriho misky.

RCM

Reinforced Clostridial Broth (HiMedia, Bombai, ledli 38¢
Zivnyagaré. 1 23 ¢
Destilovana voda 1000 ml

Prislusnad navazkatdy RCM a zivného agard. 1 byla rozpugnha v pozadovaném
mnoZzstvi destilované vody.iipravena jgda byla sterilovana v autoklavuipl21°C po

dobu 15 minut. Poté bylaiga rozlita na Petriho misky.

BHI
Brain Heart Infusion agar (HiMedia, Bombai, Indie) 52 ¢
Destilovana voda 1000 ml

Prislusna navazkaupy BHI agar byla rozpudha v poZzadovaném mnozstvi destilované
vody. Sterilace prahla v autoklavu i 121°C po dobu 15 minut. Taktdipravena byla

puda rozlita na Petriho misky.
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Po pipraw Zzivhych pid bylo provedeno za&kovani dané kultury mikroorganizm
kiizovym roztrem. Nagkované kultury byly uloZeny do termostatu pro odgayici

teplotu kultivace (viz Tab. 7 — 10).

Postup pripravy tekutych puad:

BHI
Brain Heart Infusion Broth (HiMedia, Bombai, Indie) 3749
Destilovana voda 1000 ml

Prislusna navazkaupdy BHI byla rozputna v poZzadovaném mnozstvi destilované vody.
Rozpu&né médium bylo rozpkno davkovaem do zkumavek v objemu 4 ml
a sterilovano v autoklavuripl21°C po dobu 15 minut. U dalSich tekutydtd gyl pouzity
stejny postup.

Nutrient Broth

Nutrient Broth(HiMedia, Bombai, Indie) 139
Destilovanavoda ..~ 1000 ml
RCM

Reinforced Clostridial Broth (HiMedia, Bombai, ledli . 38¢
Destilovana voda 1000 ml

Dekarboxylaéni médium:

Pro zji¥ovani produkce biogennich anmitbylo pripraveno dekarboxytami médium. Po
navazeni jednotlivych slozekagy BHI, RCM, Nutrient Broth (ekvivalenttgly TYA),
byly jako prekurzory pro vznik biogennich amirptiddny aminokyseliny — arginin,
histidin, ornitin, tyrozin, lyzin a fenylalanin, é&té byly ziskany ze Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA), kazda v koncentraci 0,2 % (w/v). Médilbylo v objemu 4 ml rozpémo

davkov@aem do zkumavek a sterilovans 21°C po dobu 15 minut.
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5.3.2 Pr¥iprava vzorka na derivatizaci

Po kultivaci testovaného mikroorganizmu (48 hodiprigluSném dekarboxytaim médiu,
dalSi podminky viz. tabulky 7 — 10) bytipluSny bujén zcentrifugovan. Centrifugace byla
provadna i 20 °C, 4600 ot&ach za minutu po dobu 10 minut n&izani Rotanta 460R
(viz Obr. 7). Ziskany supernatant byl poté rded do tech eppendorfkovych zkumavek
a Zeden v pongru 1:1 (v/v) 1,2 M kyselinou chloristou (Merck).

Obr. 7 Centrifuga Rotanta 460R.

Obr. 8 Riprava vzork na derivatizaci.
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5.3.3 Derivatizace

Ze supernatantu byl odpipetovan 1 ml vzorku dowdgiiasni naddobky. Podle Dadakové
a kol. [59] bylo ke vzorku do kazdé derivatimd nadobky pidano 100 pl vniniho
standardu (1,7-heptandiamin; Sigma-Aldrich) v kariaci 500 mg/l. Naslednbyla snés
zneutralizovana fidanim 1,5 ml karbonatového pufru s pH 11,0-11dfr ® pH 9,2 byl
piichystdn smichanim roztoku A (0,5 M NaH@@ roztoku B (0,5 M N#&£LOs). Pro
apravu na vysledné pH 11,0-11,1 bylo v pufru roggng 0,333 g KCO; na 1 ml roztoku
AB. Dale byl gidan cerstw pripraveny roztok 2 ml danzylchloridu o koncentracy/b
v acetonu (Sigma-Aldrich). S¥a byla uzaiena do derivatizani nadobky, ve které byly
vzorky tepany po dobu 20 hodin v temnu.

Po 20 hodinach bylo ke vzann piidano 200ul roztoku prolinu (Merck), vzorky byly
dolie uzaveny a tepany dalSi 1 hodinu. Déale bylyiggany 3 ml heptanu (Sigma-Aldrich)
avzorky byly 3 minuty dote runé protepavany. Po ustaleni byl odpipetovan 1 ml
heptanové vrstvy do vialky. Heptan byi peplo& 60 °C odp#en do sucha pod proudem
dusiku. Suchy odparek byterkn 1,5 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich). Poté byl wskdvan
do doby analyzy v hlubokomrazicim boxu (MDF_U U338&ANYO) i teplotach cca
-70 °C. [11], [60], [61]

5.4 Chromatografické stanoveni biogennich amit

Bezprostedre pred analyzou byly vzorkyipfiltrovany ges stikackovy filtr s porozitou
0,22um. Hipravené vzorky byly naneseny na kolonu (Agilentifse Plus C18 RRHD,
rozmery 3,0 x 50 mm) chromatografického systému (bingominpa LabAlliance, USA,
autosampler LabAlliance, USA, kolona s termostatebly/VIS DAD detektor
(A = 254 nm); a degaser 1260 Infinity, Agilent Teclogaes).

Separace danzylderivatu biogennich anymobihala gradientovou eluci a jejich detekce
probihala spektrofotometricky UV &ni o vinové délce 254 nm. Lineéarni gradientvy
elueni program HPLC je uveden v Tab. 11. Podle Dadakowdl. [59] byly sestaveny

podminky separace a detekce sledovanych biogeaniaii. [40]
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Tab. 11 Lineérni gradientovy &li program HPLC

Cas [min] 10% ACN [%] 100% ACN [%]
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
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V praktickécasti diplomové prace byla sledovana produkce osogemnich amifi u 155
izolati mikroorganiznt ziskanych z vyroby tvarohu z mlékarnyeské republice. Obsah
jednotlivych biogennich amin byl pomoci vysoce dinné kapalinové chromatografie
zjistovan u skupiny | pro 75 izokat(V1l — V75) a u skupiny Il pro 80 izok&t(V76 —
V155).

6.1 Produkce biogennich amim mikroorganizmy izolovanymi z tvarohi
skupiny |

Produkce biogennich aniin (tryptaminu, fenyletylaminu, putrescinu, kadavarin
histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu) jedagithi izolaty mikroorganizni (V1 —
V75) izolovanymi z tvaroh ze skupiny | je uveden v tabulkach P1 a P2, kjsoé
sowasti diplomové prace jakoRFLOHA |. Celkovy obsah biogennich andiru &chto

mikroorganiznti je uveden v souhrnné tabulce, ktera je uvederafRK.OHA 1.

Celkové mnozstvi vyprodukovanych BA u mikroorganizizolovanych z tvarahn ve
skupire | kolisalo od 23,8 mg/l az po 1351,9 mg/l. Pro mdcganizmy izolované
Z jednotlivych fazi vyroby se liSil i vyskyt sledanych biogennich amin U vSech izolat
(V1 — V75) z této skupiny byl zji&h nulovy ¢i nizky obsah histaminu<(4,0 mg/l)
a spermidinu< 1,9 mg/l). Naopak u vSech izalabyla zjiS€na produkce tyraminu (10,9 —
1218,4 mg/l) a sperminu (1,3 — 79,1 mg/l).

Vyroba tvarohu se sklada ze sedmi fazi. Jednaffizé vyroby, ze kterych byly izolovany
mikroorganizmy, které byly fiedmétem studia této diplomové prace, jsou aamy
pismeny A az G. Popigdhto fazi vyroby je stiiné uveden v Tab. 5. Pro porovnani
obsahu biogennich aniiru vyroby¢. 1 ac¢. 2 bylo zapaebi jednotlivé izolaty firadit do
spravné faze vyroby. Faze vyroby A, B a C jsouygrobu¢. 1 aé. 2 spoléné.

6.1.1 Mikroorganizmy izolované z faze vyroby A, B, C

U izolati V1 a V2 z prvni faze vyroby (faze A) byl z biogécim amiri detekovan pouze
putrescin (2,4 mg/l), tyramin (43,8 — 53,0 mg/I3@ermin (27,7 — 58,9 mg/l), viz Obr. 9.
Zbylé BA nebyly detekovany.
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[mg/l]

60 - B Tryptamin

50 - ® Fenyletylamin
u Putrescin

40 1 m Kadaverin

30 - H Histamin
uT i

20 | yraml.n .
= Spermidin

10 | = Spermin

0
V1 V2

Izolat

Obr. 9Produkce biogennich anii u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |
béhem faze A.

U mikroorganizmi izolovanych Bhem vyroby tvaroh ve fazi B byl v bujonu po kultivac
stanoven pouze tryptamin (2, 13,9 mg/l), putrescin (458g/l), tyramin (17,0 —
51,9 mg/) a spermin (13,— 79, 1 mg}. Grafické porovnani nagfenych koncentraci B,
pro izoldy V3 az V8 je patrné nObr. 10.

80 - H Tryptamin

70 - H Fenyletylamin

60 - H Putrescin
50 - u Kadaverin
40 - ® Histamin
30 u Tyramin
20 u Spermidin
10 - ” u Spermin
0
V3 V4 V5 V6 V7 V8

Izolat

[mg/1]

Obr. 10Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych z tvarol skupiny |
béhem faze B.
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U izolath V9 az V12 ziskanych nésledujici faze vyroby (faze C) byly z BA detekoy:
tryptamin (2,0 az 12,Bng/l), fenyletylamin (63,0 mg)] putrescin (1,7— 6,0 mg/l),
kadaverin (1,4 az 9Mg/l), tyramin (13,8 — 43,4 mg/la spermin (8,%— 56,4 mg/l), viz
Obr. 11.

70 - /7 B Tryptamin
H Fenyletylamin
60 - y y
u Putrescin
501 m Kadaverin
= 40 A . .
3 H Histamin
E 30 - = Tyramin
20 - u Spermidin
10 - u Spermin

V9 V10 Vil V12
I1zolat

Obr. 11Produkce biogennich antdi u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |
béhem faze C.

Celkové vyprodukované mnozstvi biogennich amse u mikroorganizin izolovanych
z tvarohi béhem vyroby¢. 1 a¢. 2 ve fazi A pohybovalo vozmezi 73, 111,9 mg/l, ve
fazi B 30,3 — 131,0ng/l a ve fazi C 31,2 — 112,3 mg/|, KR-OHA I11).

Mikroorganizmy zfaze vyroby A byly izolovany ze syrového miléka. Zdg zjis€n
vyskyt pouze ii BA, putrescinu, tyraminu a sperminucelkem osmi sledovanyc
V nasledujici fazi yroby B byly mikroorganizmy ziskany odstedného pasterovanél
mléka (z mléka za pasterem). Echto izolati byla stanovena produkce 4 biogenr
amini. Krom¢ jiz zmirgnych BA (putrescinu, tyraminu, sperminu), byl tattétekovar
tryptamin. Dale byly na ekarboxyldzovou aktivitu analyzovany mikroorganiz
z pasterovaného mléka ze standaréhitao tanku, které bylo odebrati pyrobé tvarohu
ve fazi C. U &chto mikroorganizra bylo detekovano jiz Sesi celkem osmi biogennic
amim. Nebyly zjiS&€ny pouze hitamin aspermidin. Tyto BA se nevyskytovaly téfr

v zadné fazi vyroby.
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6.1.2 Mikroorganizmy izolované z faze vyroby [

V této ¢asti vyroby tvarohu byly mikroorganizmy izolovany naléka pged zakysanin

z vyroby ¢. 1 a¢. 2. Tyto mikroorganizmy byly dale podrobe analyze dle metodiky
popsané iedchozi kapitole. U izolat z faze D byly detekovany teih vSechny

sledované BA. Vyjimkou byl pouze spermidin, ktergbgl zjiS€n u Zadného z izath

z vyroby&. 1 anié. 2, viz PRILOHA 1. Grafické porovnani ziskanych hodnot BA izol

ziskané z faze D (vyroka 1 — izolaty V13 az V21 a vyroba 2 —izolaty V46 az V52) je

uvedeno na Obr. 12@br. 13.

U izolati V13 az V21 ziskanych ve fazi D z vyrolky 1 byla zjiS€na dekarboxylac
tryptofanu (tryptamin v ozmezi 4,0 — 20,6 mg/l fenylalaninu (fenyletylamil
v koncentracich 3,1 420,t mg/l), ornitinu/argininu/agmatinu (putrescin v konceawfch
54 — 16,3 mg)l lyzinu (kadaverin v rozmezi 7,— 12,4 mg/), histidinu (histamir
v koncentraci  2,4ng/l), tyrozinu (tyramin v rozmezi 10,9- 1218,4 mg/l)

aornitinu/argininu/agmatinu (spermin v mnozstvi az 74,8 mgl/l).

1000 - H Tryptamin
® Fenyletylamin

u Putrescin

100 1 m Kadaverin

H Histamin

[mg/1]

10 - u Tyramin
u Spermidin

H Spermin

V13 V14 V15 V16 V17 V18 V19 V20 V2:
Izolat

Obr. 12Produkce biogennich antdi u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |

béhem faze D — vyroba 1.

U izolati V46 az V52 ziskanych ze stejné faze paralelnblwyr(vyrobac. 2) byly
detekovany nasledujici BA: tryptamin (2- 15,4 mg/), fenyletylamin (3,3— 5,0 mg/l),
putrescin (3,7 — 3,eng/l), kadaverin (1,5 — 7,6 mg/l), histamin (y@/l), tyramin (25,0 —
47,6 mg/) a spermin (16,— 26,0 mg/l).
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50 - ® Tryptamin
H Fenyletylamin
40 1 = Putrescin
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Obr. 13Produkce biogennich anii u mikroorganizni izolovanych . tvarohi skupiny |

béhem faze D — vyroba 2.

Celkovy obsah vyprodukovanych biogennich amse u mikroorganizih izolovanycl
béhem této faze vyroby tvar@hpohyboval v pipack vyroby ¢.1 vrozsahu 23,8 —
1351,9 mg/la u vyrobye. 2 v rozmezi 45,3 — 80,4 mg/l (VBRILOHA I11).

6.1.3 Mikroorgani zmy izolované z faze vyroby

Mikroorganizmy zfaze vyroby E byly u vyroby. 1, ¢. 2 ziskany tvarohoviny ped
krdjenim. U mikroorganizinizolovanych z vyroby. 1 byla zjiS¢na produkce vSech osi
biogennich amifh Detekovan nebyl pouze histamin a tamikroorganizni izolovanych
z vyroby¢. 2 (PRILOHA ).

U izolath V22 az V26 ziskanych z vyroby.1 byl v médiu po kultivaci stanove
nasledujici obsah jednotlivych Igennich amif: tryptamin (8,4 — 14,2 mg/l),
fenyletylamin (23,7 95,2 mg/l), putrescin (3,0 — 10,4 myp/kadaverin (6, 412 mg/l),
histamin (1,2 — 4,0ng/l), tyramin (25,4 — 1132,0 mg/Ispermidin (1, mg/l) a spermin
(2,0 — 30,5 mg/l)Produkce jednotlivych BA u izolatz vyrobyc¢. 1 je graficky znazormna
na Obr. 14.

U izolati V53, V54, V55 ze stejné faze vyroby.2 byly detekovany tyto B/
v koncentracich: tryptamin (6 az 13,2 mg/l), fenyletylamin (194 28,2 mg/l), putrescin
(2,5 — 228,0 mgj] kadaverin (6,7— 31,9 mg/l), tyramin (21,3 942,2mg/l), spermidin
(1,8 mg/) a spermin (16,6~ 26,0 mg/l). Na Obr. 15sou patrné rozdily hodnotach
jednotlivych BA u izolal V53 — V55.
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Obr. 14Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |

béhem faze E — vyroba 1.
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Obr. 15Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |

béhem faze E — vyroba 2.

Celkovy obsah biogennich aniirse u mikroorganizin vykultivovanych z tvarohovin
vyroby ¢. 1 se pohyboval rozmezi 73,3 — 1250,6 mg/ltamikroorganizni izolovanych
z tvarohoviny vyroby. 2 v rozsahu 311,1 — 985,9 mgPRILOHA 111).
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6.1.4 Mikroorganizmy izolované z faze vyroby F

Sestym krokem ip vyrobs tvarohu je vyroba tvarohového zrna (faze F). Zelevanycl
biogennich amiin nebyly u mikroorganizin izolovanych z tvarohového zrndi wyrobé
¢. 1 a¢. 2 detekovany pouze histamin a spermidin. Obsahojfidych BA je uveder
v tabulkéach jakdRILOHA I.

Na Obr.16 a Obrl7 Ilze vidt vyprodukowanad mnozstvi jednotlivych B

u mikroorganiznii izolovanych Bhem vyroby¢. 1 a¢. 2. Celkové mnozstvi BA, kter

vyprodukovaly mikroorganizmy izolované z vyrob) 1, se pohybovalw rozsahu 77,8 —
1237,4 mg/la u mikroorganizr izolovanych z vyroby. 2 vrozmezi 64,~ 938,4 mg/l

(PRILOHA 111).
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Obr. 16Produkce biogerich aminii u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |
béhem faze F — vyroba 1.

1000 - H Tryptamin
u Fenyletylamin

u Putrescin
100 1 = Kadaverin

H Histamin

[mg/l]

= Tyramin
10 A
u Spermidin

E Spermin

V56 V57 V58 V59 V60 V61l
Izolat

Obr. 17Produkce biogennich amii u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |

béhem faze F — vyroba 2.
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U izolath V27 az V31 z prvni vyrobbyla v bujénu po kultivaci detekovana nasledu
mnozstvi jednotlivych BA: tryptamin (5~ 14,6 mg/), fenyletylamin (3,2— 106,9 mg/l),
putrescin (2,4 — 4,Bg/l), kadaverin (5,0 — 7,5 mg/l tyramin (27,1— 1114,6 mg/l)
a spermin (1,8 — 21@g/l). U izolati V56 az V61 z druhé vyroby byly bujénech
detekovany tyto biogenni aminy: tryptamin (4 16,1 mg/), fenyletylamin (3,9—
30,5 mg/), putrescin (1,9~ 8,5 mg/l), kadaverin (4,7 — 36In&y/l), tyramin (29,2 —
888,9 mg/) a spermin (3, 29,2 mg/l).

6.1.5 Mikroorganizmy izolované z faze vyroby C

Posledni fazi vyroby tvarohu, ze které byly izoleyamikroorganizmy, byl hotovy
vyrobek, tj. tvaroh jemny ve spgebitelském baleni. kazdé vyroby byly mikroorganizrr
odebirany vzdy ze@ch vzork (celkem tedyz 6 vzorki). Vzorky tvarohi, ze kterych byly
izolovany mikroorganizmy v ramci faze G vyrok) 1, jsou tedy ozngeny jako vyrobe
¢. 1/1, 1/14 d/25. Stejnym zfisobem byly rodenény a ozn&eny i vzorky z vyroby. 2
(vyroba ¢. 2/1, 2/14 2/25). MnoZzstvijednotlivych biogennich amin po kultivaci
mikroorganizni v dekarboxylanim meédiu izolovanych ve fazi G je uveder tabulkach,
které jsou sotAstiPRILOHA |.

Pro izolaty V32 az V37 z vyrob&l 1/1 byla v bujonu po kultivaci stanovengtpmnost
tryptaminu (2,2 - 14,6 mg/l), fenyletylaminu (3,6 —-87,2mg/l), putrescinu
(1,3 az 5,2 mg)| kadaveriu (1,7 — 7,5 mg/l), tyraminu (32,0 2043,( mg/l) a sperminu
(1,3 — 32,9 mgjl Nebyly zjis€ny pouze histamin spermidin.
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Obr. 18Produkce biogennich anii u mikroorganizni izolovanych . tvarohi skupiny |

béhem faze G — vyroba 1/1.
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U izolath V62 az V66 z vyroby. 2/1 byl v bujénech detekovan obsah nasledujicich
fenyletylamin (15,0 -33,<¢ mg/l), putrescin (2,5 — 13,6 my/kadaverin (7, mg/l), tyramin
(31,5 — 1078 mg)la spermin (1, az 23,0 mg/l). Detekovg nebylytryptamin, histamin

a spermidin.

Celkovy obsah biogennich andiu mikroorganizni izolovanych z faze G se ipad
vyroby ¢. 1/1 pohyboval rozmezi 74,2 az 1143,9 mallvyroby¢. 2/1 v rozsahu 60,7 —
1121,1 mg/l, PRILOHA 111).
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Obr. 19Produkce biogennich antdi u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |

béhem faze G — vyroba 2/1.

U mikrobialnich izolat V38, V39, V40 z vyroby. 1/14 by detekovan tryptamin (1,—

16,1 mg/), fenyletylamin (3, mg/l), putrescin (1,9 — 4yhg/l), kadaverin (2,1 —
10,1 mg/), tyramin (34,8- 66,9 mg/l) a spermin (21,4 — 31,8 mg#e sledovanych B/
nebyly zjiSény histamin spermidin, viz Obr. 18.

Pro izolaty V67 a V68 z vyrob¥. 2/14 bylo mnozstvi biogennich anmistanoveno taktc

tryptamin (2,9 — 11,8g/l), putrescin (7,2 mg/l), tyramin (20;3 40,8 mg/l) a spermin
(15,7 — 24,9 mg)l Detekovany nebyly fenyletylamin, kadaverin, &itn ¢ spermidin, viz

Obr. 21.

Celkové vyprodukované mnozstvi BA se u izblatvyroby ¢. 1/14 pohybovalo rozsahu
66,7 — 129,4 mgh u izolat z vyrobyg. 2/14 v rozmezi 47,3 — 75t8g/l (PRILOHA I11).
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Obr. 20 Produkceibgennich amifi u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |
béhem faze G — vyroba 1/14.
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Obr. 21Produkce biogennich amii u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |
béhem faze G — vyroba 2/14.

Pro izolaty V41 az V45 z vyroby. 1/25 bylo v bujénu po kultivaci mikroorganizn
stanoveno nasledujici mnoZstvi BA: tryptamin az 14,9mg/l), fenyletylamin (3,9-
160,8mg/l), putrescin (1, 60,1 mg/l), kadaverin (3,9 — 165y1g/l), histamin (3, mg/l),
tyramin (41,1 — 1080,Mg/l) a spermin (2,2 az 36¢i@g/l). Jediny nedetekovany BA b
spermidin, viz Obr. 22

U izolath V69 az V75 z vyroby. 2/25 byl v dekarboXgénich bujonech zjign tryptamin
(8,9 — 13,0mg/l), fenyletylamin (2,6~ 134,6 mg/l), putrescin (2,3409,( mg/l), kadaverin
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(4,4 — 31,Imgl/l), tyramin (23,2— 1144,2 mg/l) a spermin (1,429,5 mg/l). Detekovany
nebyly pouze histamin spermidin, viz Obr. 18.
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Obr. 22Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |
béhem faze G — vyroba 1/25.
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Obr. 23Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny |
béhem faze G — vyroba 2/25.

Celkovy obsah biogennich andirse v bujonu po kultivaci mikroorganiZzimz vyroby
¢. 1/25 pohyboval vozmezi 107, 1201,2 mg/l a mikroorganizni z vyroby¢. 2/25 byl
stanoven vozsahu 74, 1238,1 mg/l, (RILOHA Il1).
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6.2 Produkce biogennich amim mikroorganizmy izolovanymi z tvarohi

skupiny Il

Pro skupinu Il jeprodukce BA (tryptaminu, fenyletylaminu putresciu, kadaverinu,
histaminu, tyraminuspermidiiu a sperminujednotlivymi izolaty mikroorganizri (V76 —
V155) uvedena vabulkachP3 a P4které jsou satésti diplomové prace jakPRILOHA
[I. Pro vyrobu 1 a 2y mikroorganizni izolovanych tvarohuze skupiny | je celkovy
obsah biogennich antiruveden ' souhrnné tabulce jakdRLOHA V.

Celkové mnozstvi BA1 mikroorganizni izolovanych z tvarolve skupii Il kolisalo od
43,9 mg/l az po 1971, mg/l. Vyskyt sledovanych biogennich aminse [iSil pro
mikroorganizmy izolované z jednotlivyc fazi vyroby. Uizolath (V76 — V155) ze
skupiny Il nebyl detekovan spermidirPouze u izolatu V149 bylo zj&to 2,(mg/l
spermidinu. Naopak u vSech izdldtyla zjiS€na produkce tyraminu (2(— 1341,4 mg/l)
a sperminu (0,8 — 90s/ag/l).

6.2.1 Mikroorganizmy izolované z fazi vyroby A, B, C

Mikroorganizmy izolované z faze A pochéazely ze sglwo mléka. U mikroorganizir
izolovanych hem vyroby tvaroh ve fazi A byl tizolath V76 a V78 obsah biogenni
amini stanoven nasledo¥ntryptamin (3,1 mg/l), fenyletylamin (529, mg/l), putrescin
(3,8 = 5,7mg/l), tyramin (21, — 1255,1 mg/l) a spermin (1,3 — 42q@/1). Mezi BA, které
nebyly detekovany, pétkadaverin, histamin a spermidin, \Obr. 24.
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Obr. 24Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I
béhem faze A.
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Mikroorganizmy zfaze vyroby B byly izolovanz odstedtného pasterovaného mléka
pasterem. Uizolath V79 az V8 byl zjisttn vyskyt biogennich aminpro tryptamin
(7,1 az 10,7 mgy) fenyletylamir (6,5 — 47,3 mg/l), putrescin (3,4204,: mg/l), kadaverin
(6,6 — 36,0 mg/l), histamin (2, mg/l), tyramin (52,0 —-991,mg/l) a spermin
(2,8 az 41,1 mg/lPouze spermidin nebyl detekov viz Obr. 25.
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Obr. 25Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I

bé¢hem faze B.

Dale byly zkouméanymikroorganizm' z pasterovaného mléka ze standaréitiao tanku

které byly izolovanypii vyrob¢ tvarohu ve fazi CV bujonu po kultivaci byl stanove

obsah BA pouze tryptaminu 3,2 — 12,3 mg/l),fenyletylaminu (13, — 16,6 mg/l),
putrescinu (13,3 a&12,2 mg/l), kadaverinu (11,9 - 212mg/l), histaminu (9,5 -
15,6 mg/l), tyramiu (24,6— 567,3 mg/l) a sperminu (8,5 — 84v@)/l). Grafické porovnani
nameienychkoncentracbiogennich amit pro izolaty V84 az V93 naObr. 26.
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Obr. 26Produkce biogennich anii u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny Il
béhem faze C.
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Celkové vyprodukované mnozstvi BA u mikroorganizrizolovanych tvarohi pro
spole&né kroky vyroby. 1 a¢. 2 bylo pro fazi A v rozmezi 60,5 4791, mg/l, pro fazi B
141,5 — 1154,4ng/l a pro fazi C 79,— 832,8 mgl/l, viz RILOHA IV.

6.2.2 Mikroorganizmy izolované z faze vyrobyD

Mikroorganizmy zfdze vyroby D byy odebrany u vyroby¢.1, ¢.2 z mléka ped
zakysanimU mikroorganizni izolovanych z vyrob ¢. 1 ac. 2 byl zjiS€n vyskyt sedm

biogennich amif. Detekovan nebyl pouze spermic(viz PRILOHA 11.)

U izolath V94 az V103ziskanych ve fazi D z vyroby. 1 byla zjiStna dekarboxylac

aminokyselin: tyraminu (tryptamin 8~ 17,9mg/l), fenylalaninu (fenyletylamin (4,—

83,5mg/l), ornitinu/argininu neboipnmEna agmatinu (putrescin <az 366,9 mg/l), lyzinu
(kadaverin 6,8 — 8,mg/l), histidinu (histamin 3,& 4,7mg/l), tyrozinu (tyramin 30, —

1099,3 mg/l), @rodukce sperminu (1~ 66,4 mg/l).Produkce jednotlivych BA u izolai
pro fazi D z vyroby. 1 je graficky znazorna naObr. 27.
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Obr. 27Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I

béhem faze D — vyroba 1.

U izolath V128 az V135 ze stejné faze vyroly 2 byly detekovany iogenni aminy
v téchtokoncentracich: tryptamin (€az 12,5mg/l), fenyletylamin (36,1- 383,6 mg/l),
putrescin (4,1 — 163mg/l), kadaverin (7,4 — 12/8g/l), histamin (9, mg/l), tyramin
(20,3 — 1217,6 mg/l) spermin (1,4~ 90,5 mg/l). Na Obr. 28idime rozdily y hodnotach
jednotlivych BA u izolah V128—- V135.
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Obr. 28Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I

béhem faze D — vyroba 2.

Celkovy obsahvyprodukovanychbiogennich amith se u mikroorganiziin izolovanych
béchem faze vyroby tvargh (faze D) pohyboval pro vyrobu ¢.1 vrozmezi
67,9 az 1184,3 mgd pro vyroblt. 2 v rozsahu 54,1 — 1602,6 mg/iz PRILOHA IV.

6.2.3 Mikroorganizmy izolované z faze vyrobyE

V této ¢asti vyroby tvarohu byly mikroorganizmy izolovan tvarohoviny ged kréjenin
z vyroby¢. 1 ac. 2. U mikrooganizmi izolovanych z této faze vyroby byly detekové
témét vSechny sledované BA. Vyjimkou byl pouze spermidkiery nebyl zji&n
u zadného z izolétz vyroby ¢. 1 ag. 2, viz RILOHA II. Grafické porovnani naghenych
hodnot BA izolaty ziskané z faze — (vyroba¢. 1 —izolaty V104 az V110 a vyrob&a 2 —
izolaty V136 aZz V142) je nObr. 29 a Obr. 30.

U izolath V104 az V110 iskanych z faze E z vyroby: 1 byl zjiS€n obsah biogennic
amini pro tryptamin (8,5~ 13,4 mg/l), fenyletylamin (1,2 — 125¢@g/1), putrescin (3,
6,3 mg/l), kadeerin (7,8— 10,5 mg/l), histamin (3,&hg/l), tyramin (22,5~ 1030,7 mg/l)
a spermin (1,1 az 4216g/l).

Celkovy obsah vyprodukovanych biogennich amin mikroorganizni izolovanych
z fazeE vyroby tvarofi pro vyrobu¢. 1 se pohyboval vozsahu 63,~ 1140,2 mg/l a pro
vyrobu¢. 2 je vrozmezi 65,& 1622,1 mg/l (RILOHA V).
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Obr. 29Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I

béhem faze E — vyroba 1.

U izolath V136 az V142ziskanych ze stejné faze paralelni vyroby (vyret 2) byly
detekovany nasledujici biogenni amintryptamin (8,4 —17,7mg/l), fenyletylamin
(75,0 az 402,4 mgll putrescin (4,1- 139,1 mg}, kadaverin (6,5~ 9,6 mg/l), histamin
(159,1 mg/), tyramin (21, 1124,9 mg/l) a spermin (1,1 — 3Ipg/l).
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Obr. 30Produkce biogennich anii u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny Il

béhem faze E — vyroba 2.
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6.2.4 Mikroorganizmy izolované z faze vyrobyF

Predposledni faze F vyroby tvarolpredstavovalavarohové zrnoZe sledovanych BA
u mikroorganiznt izolovanych tvarohového zrnaipvyrobé ¢. 1 ac. 2 nebyl detekovan
pouze spermidin.MnoZstvi jednotlivych biogenich amii pro fazi F je uveden
v tabulkach jakdRILOHA II.

Pro izolaty V111 az Y1t z vyroby¢. 1 byla vbujénu po kultivaci stanovendifpmnost
tryptaminu (9,7 ad4,e mg/l), fenyletylaminu (1,6 — 99,3 my/l putrescin (3,9 az
5,9 mg/l), kadavenu (7,1 — 9,8 mg/l), histamin (2,4 — 3®/l), tyraminu (37,6 az
1135,8 mg/l) ssperminu 1,8 — 37,4 mg/l).

U izolati V143 az \4¢& z vyroby ¢. 2 byl vbujonu detekovan obsah BAryptamin
(8,2 az 12,7 mg/l),fenyletylamin 13,7 — 395,4 mg)] putrescin 3,2 — 211,5 mg/l),
kadaverin (5,8 az 94/&g/l), histamin (2,7 mg/l), tyramin (132,53220,. mg/l) a spermin
(1,1 az 14,9 mg/l).

Na Obr.31 a ObB2 Ize vidt vyprodukovand mnozstvi jednotlivych B/
u mikroorganizni izolovanych Bhem vyroby¢. 1 a ¢. 2. Celkovy obsah biogennich
amini, které vyprodukovaly mikroorganizmy izolovaiz faze Fpro vyrobu¢. 1, byl
v rozmezi 74,2 at143,mg/l au mikroorganizn izolovanych z vyroby¢. 2 v rozsahu
60,7 — 1121,1 mg/IRRILOHA V).

1000 -
= Tryptamin

® Fenyletylamin

100 - H Putrescin
m Kadaverin
H Histamin

[mg/1]

10 - = Tyramin
= Spermidin
E Spermin

V111 V112 V113 V114 V115

Izolat

Obr. 31Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I
béhem faze F — vyroba 1.
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1000 + .
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H Fenyletylamin
u Putrescin
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V143 V144 V145 V146 V147 V148
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Obr. 32Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny Il

béhem faze F — vyroba 2.

6.2.5 Mikroorganizmy izolované z faze vyrobyG

Poslednim krkem g vyrob¢ tvarohubyla faze G —tvaroh jemny ve spitgbitelskén
baleni. Zkazdé vyroby byly mikroorganizmodelirdny vzdy ze dvou vzoftl (celkem
4 vzorky). Vzorky tvarohi, ze kterych byly izolovany mikroorganizmy v ranféze G
vyroby ¢.1, jsou tedy ozngeny jako vyrobac¢.1/1 al/25. Stej@ byly rozcleny
a ozngeny vzorky zvyroby ¢. 2 na vyrobué. 2/1 a 2/25.0bsah jednotlivych BApo
kultivaci mikroorganzma v dekarboxyl&nim médiu izolovanych ve fazi (e uveden
v tabulkach jakdRILOHA II.

Pro izolaty V116az V122 z vyrobyc¢. 1/1 bylo mnozstvi biogennich andirstanoeno
takto: tryptamin (7,&z 15,5 mg/l), fenyletylamin (14,4 — 62m0g/l), putrescin (3,0 —
334,3 mg/), kadaverin 7,0 — 29,3 mg/l), histamin (2,6 mg/tyramin 30,6 — 1033,1 mg/l)
a spermin (2,0 — 32hg/l). Jediny nedetekovany BA byl spermiduig Obr. 33.

U mikrobidlnich izoldi V149 az V152 z vyroby¢. 2/1 byl detekovantryptamin
(6,6 az 12,9 mg)] fenyletylamin 178,5 — 437,6 mg/l putrescin 4,7 — 6,7 mg/l),
kadaverin (6,8 — 9,Bg/l), tyramin (26,0 — 1138,0 mg/Ispermidin (2, mg/l) a spermin
(1,2 — 28,4 mg/l), vibr. 34.

Celkovévyprodukovanémnozstvi BA se u izoléatz vyroby¢. 1/1 pohybovalo v rozsahu
62,7 — 1237,9 mg/l a izolat z vyroby ¢. 2/1 je v rozmezi 54,0 4588, mg/l (FRILOHA
V).
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Obr. 33Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I

béhem faze G — vyroba 1/1.
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Obr. 34Produkce biogennitamini u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I
béhem faze G — vyroba 2/1.

U izolati V123 az 27 z vyroby ¢. 1/25 bylo vbujonu po kultivaci mikroorganizi
mnozstvi BA pro fenyletylamin 629,7 mg/l), putrescin (7®g/l), tyramin (24,4 —
1341,4 mg) a spermin 0,8 az 61,4 mg/l).Ze sledovanych BA nebyly detekovéa
tryptamin, kadaverin, histamir spermidin, viz Obr. 35.

Proizolaty V153, V154 a V155 z vyrol ¢. 2/25 bylv dekarboxyl&nich bujonech zjigh

pouze fenyletylamin 356,5 mg/l), tyramin (27,6 — 1294/mg/l) a spermin (1,1 —
44,7 mgl/l). Zbylébiogenni amin nebyly stanoveny, viz Obr. 36.



UTB ve Zling, Fakulta technologické 65

Celkovy obsah biogennich aniinse u mikroorganizin vykultivovanych :jemného
tvarohu ve spaebitelském baleni vyrob§. 1/25 pohyboval vozmezi 43, 1971,9 mg/I
a u mikroorganizm izolovanych z faze Gyroby tvarohu, tj. vyrob ¢. 2/25 byl v rozsahu
59,7 — 1652,1 mg/l, ViPRILOHA IV.

1000 - .
B Tryptamin
100 - u Fenylet).llamln
u Putrescin
m Kadaverin
101 ® Histamin
E Tyramin
17 = Spermidin
E Spermin

V123 V124 V125 V126 V127
Izolat

[mg/1]

Obr. 35Produkce biogennich anti u mikroorganizmi izolovanych tvarohi skupiny I
béhem faze G — vyroba 1/25.
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® Fenyletylamin
= Putrescin

100 1 m Kadaverin
% H Histamin
E E Tyramin
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= Spermidin
E Spermin
1 /
V153 V154 V155
Izolat

Obr. 36Produkce biogennich anti u mikroorganizni izolovanych tvarohi skupiny I
béhem faze G — vyroba 2/25.
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6.3 Diskuze

Biogenni aminy (zejména histamin a tyramin) mohpispbit intoxikace, a protocasna
detekce mikroorganiztn produkujicich BA je dlezitd prevence v potraviigkém
pramyslu. V diplomové praci byla zfidvana dekarboxylazova aktivita celkem u 155
mikroorganiznii, které byly izolovany z fazovych rozliorbéchem vyroby tvarot

v mlékarre v Ceské republice. V3echny vzorky mikroorganizbyly dodany Vyzkumnym
ustavem mlékarenskym. Mikroorganizmy byly izolov&eydvou skupin vzoik u kazde
skupiny ze dvou vyrob. Produkce biogennich dmihyla u vSech testovanych
mikroorganiznii zjiStovana v bujonu po jejich kultivaci. Obsah jednottli BA byl
pomoci vysoce &inné kapalinové chromatografie zjg&an u skupiny | pro 75 izokatV1
—V75) a u skupiny Il pro 80 izola(V76 — V155).

Dekarboxylazové aktivita mikroorganiznbyla zjiS€na u vSech 155 izokat(V1l — V155)
na zaklad produkce biogennich amin které byly stanoveny metodou HPLC.
Ze sledovanych osmi BA byl v kazdém izolatu detekotyramin a spermin. U skupiny |
pro izolaty V1 — V75 byla zjisha produkce tyraminu (10,9 —1218,4 mg/l) a speumin
(1,3 = 79,1 mg/l). Pro skupinu Il u izol&V/76 — V155 byl zji&n obsah tyraminu (20,3 —
1341,4 mg/l) a sperminu (0,8 — 90,5 mg/l).

Prvnim krokem vyroby tvarohu jefipem syrového mléka. Autb Gloria a kol. [63]
studovali hladinu biogennich aninv mléce ihned po nadojeni. Pro spermin zjistili
mnozstvi 0,13 — 0,26 mg/l. U skupiny |, faze vyrdbysyrové mléko), byl obsah sperminu
uizolati V1 = 27,7 mg/l a V2 = 58,9 mg/l. Ve skupifl byl spermin stanoven u 3 izoilat
V76 =1,3mg/l, V77 = 42,9 mg/l a V78 = 38,6 mdlto ol skupiny vzork, byly zjisS€ny
vySSi hodnoty, nez uvéjl Gloria a kol. [63]. V potravinach zZiwtsného fivodu byva
zjisteéno vice sperminu nez spermidinu, na rozdil od irosith potravin, kde je detekovan
vySSi obsah spermidinu. [33]

Podle studii [33], [43] je v syrovém mléce obsavaralé mnozstvi sperminu, spermidinu
a putrescinu. Smito zawvry souhlasicasténé i naSe produkce BA mikroorganizmy
izolovanymi z faze A vyroby tvarohu (syrového mlgk&permidin nebyl detekovan ani
u jedné skupiny izolét Naopak putrescin a spermin byly detekovany u skupi Il.

Zjisténa mnozstvi BA byla v rozsahu 2,4 — 5,7 mg/l prargacin a 1,3 — 58,9 mg/l pro

spermin.
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Schopnost produkce tyraminu byla detekovana u kémietodavané startovaci kultury,
kterou tvdi Lactococcus. lactisubsp lactis a Lactococcus. lactisubsp cremoris [64]

V potravinach je obsah tyraminu povazovan za toxickozsahu 100 — 800 mg/kg. [43]
V experimentalnicasti byla produkce tyraminu zj&ta u vSech zkoumanych vzdrk
Z toho u 41 izolat mikroorganizni byl obsah vysSi nez 800 mg/l. U skupiny | to byly
izolaty mikroorganizry V17, V22, V24, V27, V32, V41, V42, V53, V56, V5862, V70

a V71 sobsahem tyraminu 869,0 — 1218,4 mg/l. Wsku Il byla zjiSEtna vysoka
produkce tyraminu (831,4 — 1341,4 mg/l) u mikromigena izolovanych Bhem vyroby
tvarohu pro izolaty: V76, V80, V81, V97, V98, V10¥105, V111, V112, V115, V116,
V117, V120, V127, V130, V132, V133, V136, V137, \B,3v141, V143, V145, V146,
V148, V149, V150 a V155. Z vysledke patrné, Zze minimatu 13 vzork ze skupiny |
a 28 vzork ze skupiny Il Ize jejich produkci tyraminu povaabwza toxickou koncentraci

a tudiz nebezgaou pro lidské zdravi.

DalSi BA, ktery ma vyznamné biologické vlastnogispermidin. Je to polyamin, ktery se
Gcastni buséného metabolizmu a gatmezi fyziologicky aktivni biogenni aminy, které
jsou nezbytné pro regulaci bitmeho fistu a diferenciaci buk. [65], [66] U skupiny | byl
Zjistén nizky obsah spermidinu u izaldV/22, V24 (1,9 mg/l) a V53 (1,8 mg/l). Jedna se
o mikroorganizmy z faze vyroby E, které byly ziskamtvarohoviny ped krajenim
uvyroby ¢.1 (V22, V24) a¢. 2 (V53). U skupiny Il byl spermidin stanoven peuz
u izolatu V149 v mnozstvi 2,0 mg/l, ktery pochaziasledni faze vyroby tvarohu (faze G).
Zde byly mikroorganizmy izolovany z hotového vyrobktj. tvaroh jemny ve

spotebitelském baleni z vyrohy 2/1.

Z hlediska moznych negativnich dopadia lidské zdravi Ize mezi nejvyzna#si
biogenni aminy v potraviitgkych vyrobcich a napojich izalit histamin. [43] Histamin se
ve vysoké koncentraci stavaldzitym mediatorem alergickych reakci, které segegwgji
koprivkou, bolesti Bicha, pfijmem nebo zvracenim. [67] Bylo prokdzano, Ze vysoky
obsah histaminu stoji za otravou z jidla,&ékterych gipadech i za amrtim konzumenta.
[68], [69] VCR je platna vyhlaska 305/2004 Sb. vydana Ministerst zdravotnictvi,
ktera stanovuje druhy kontaminujicich a toxikolégieyznamnych latek a jejichiipustné
mnozstvi v potravinach. Vyhlaska uvadigustné mnoZstvi pouze pro histamin v rybach
a rybich vyrobcich, které je ve vySi 100 mg/kg.][#ddle néizeni komise evropskych
spole&enstvi¢. 2073/2005 je pro produkty rybolovu, které bylyetwdny enzymatickym

zranim v laku, vyrobené z draihryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu
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stanoven pro histamin limit 200 — 400 mg/kg. [70]skupiny | byl zjis&n nizky obsah
histaminu € 4 mg/l) pro 5 mikroorganizin (V19, V22, V23, V45 a V48) izolovanych
z raznych fazi vyroby tvarohu (faze D, E, G u vyrobyl a faze D u vyroby. 2).
U skupiny Il bylo zjiSéno malé mnozstvi histaming (15,6 mg/l) pro 12 mikroorganizin
izolovanych z tém& vSech fazi vyroby tvarohu. Vyjimkou byla pouzedaziroby A, kde
produkce histaminu detekovana nebyla u Zadného omiganizmu izolovaného ze
syroveho mléka. NejvysSi hodnoty byly stanovenyalatu V137 (159,1 mg/l), ktery byl

odebran z faze vyroby E — tvarohovinag krajenim.

Jednim ze sledovanych biogennich amikteré byly produkovany mikroorganizmy
ziskanych z vyroby tvarohu z mlékarny'eské republice, byl tryptamin. Tento BA, stejn
jako fenyletylamin, mize zvySovat krevni tlak. [71] U skupiny | byl trgohin (1,9 —
20,6 mg/l) zjis¢n v bujonech po kultivaci u 75 % mikroorganiZraiskanych z fazovych
rozboifi béhem vyroby tvarohu (56 izok&t Pro skupinu Il byl obsah tryptaminu (3,1 —
17,9 mg/l) stanoven u 55 % mikroorganiznizolovanych z fazové vyroby tvarohu
(44 izolat).

V experimentu byla sledovana také produkce daldiabgennich amil, predevSim
putrescinu a kadaverinu. Tyto BA samy o &olepisobi toxicky, avSak mohou zvySovat
nezadouci toxické dainky dalSich vyskytujicich se BA (zejména histamiriyraminu

a fenyletylaminu). Z&hto divodi je obtizné stanovit toxikologicky limit pro davku
téchto amirii v potravinach. Obsah putrescinu se zvySuje s bakiecinnosti v pabchu
nevhodného skladovani a zpracovani potravin &weho pvodu. [43], [71] Pro
skupinu | byl obsah putrescinu (1,3 — 409,0 mgthneven u 65 % mikroorganiZm
izolovanych z fazové vyroby tvarohu (49 izalat U skupiny Il byl putrescin (3,1 —
412,3 mg/l) zji&n u 59 % mikroorganizinziskanych z vyroby tvarohu (47 izait

Kadaverin je biogenni amin, ktegasto vznika metabolickotinnosti mikroorganizri,
zejména kontaminujici mikroflory [43§imZ Ize vys¥tlit i jeho rozdilny obsah nasieny

u testovanych izolat U 61 % mikroorganiziin (46 izolafi) ziskanych z fazové vyroby
tvarohu ze skupiny | byl detekovan kadaverin v abes1,4 — 412,2 mg/l. Pro skupinu Il
byl obsah kadaverinu stanoven vrozmezi 5,8 — 24@/0 u 43 % mikroorganizin
(34 izolat) izolovanych z fazové vyroby tvarohu. JelikoZ leald, které jsou zodpédné
za tvorbu kadaverinu, jsou termolabilni [16], tak wyroby tvarohu skupiny I

pravdépodobré doSlo k nedostateému pasterizmimu rezimu nebo jsou vysSi hodnoty
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dusledkem sekundarni kontaminace po pasteréigagré horSich hygienickych podminek

a sanitace v zaved

Fenyletylamin byl detekovan ve skupihu 49 % mikroorganizii (37 izolati) ziskanych
z vyroby tvarohu (faze C, D, E, F a G) v mnozst\d 2 160,8 mg/l. Ve skupinll byl
stanoven fenyletylamin v rozsahu 1,2 — 629,7 mdgd2Wo mikroorganizrin (42 izolat),
které byly izolovany ze vSech fazi vyroby tvaroRwdle Silla Santos [43] a autoBrink

a kol. [72] je obsah 30 mg/kg fenyletylaminu v peminach povazovan za toxikologicky
vyznamny. U skupiny | byly hodnoty fenyletylamine 30 mg/l u 11 izolat V9
(63,0 mg/l), V17 (120,5 mg/l), V22 (95,3 mg/l), VZ106, 9 mg/l),v32 (87,3 mg/l), V41
(160, 8 mg/l), V42 (47,0 mg/l), V56 (30,5 mg/l), ¥633,9 mg/l), V70 (134,6 mg/l) a V74
(84,2 mgl/l). U skupiny Il byl obsah fenyletylamirtB0 mg/l u 25 izoldt: V76 (529 mg/l),
V80 (44,8 mg/l), V81 (47,3 mg/l), V97 (83,5 mg/N98 (37,8 mg/l), V104 (97,4 mg/l),
V105 (125,0 mg/l), V111 (99,3 mg/l), V116 (62,0 Myg/V117 (30,1 mg/l), V127
(629,7 mg/l), V130 (383,6 mg/l), V131 (43,7 mgN)132 (238,2 mg/l), V133 (36,1 mg/l),
V136 (402,4 mg/l), V137 (75,0 mg/l), V138 (199,5/hg V141 (263,4 mg/l), V143
(395,4 mg/l), V145 (204,4 mg/l), V146 (272,1 mg/lly149 (437,6 mg/l), V150
(178,5 mg/l) a V155 (356,5 mg/l). Z uvedenych hadnglyva, Ze nami zji$nhé mnozstvi
fenyletylaminu u izoldt mikroorganizni ziskanych ziznych fazi vyroby tvarohu pro
skupinu | a Il znan¢ prekratuje limit, kdy jsou jiZz potraviny povaZzovany za itckeé.

U vSech mikroorganiziy které byly izolovany &ghem vyroby tvarohu, byla detekovana
produkce biogennich aminStanovit limity pro toxické urovhjednotlivych BA v tvarohu
je obtizné vzhledem i#adt faktorm, které misobi na vysledny efektéinkt biogennich
amimi na lidské zdravi. Bkteré aminy podécuji toxické @&inky jinych BA. DalSim
faktorem ovlivaujicim pisobeni biogennich amima lidsky organizmus, je alkohol, ktery
shiZuje aktivitu enzyii podilejicich se na degradaci BA v travicim traktadci [43], [71]
hlasi hodnoty v Sirokém rozsahu pro jednotlivé bimg aminy i pro celkovy obsah BA.
Vysledky této studie ukazuji, Z&kieré mikroorganizmy vyskytujici seipwyrobé tvarohu

produkuji BA v mnozstvi, které ide gedstavovat riziko pro nase zdravi.
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ZAVER

Diplomova prace byla zatfena na posouzeni dekarboxylazové aktivity mikrooizyai

izolovanych Bhem procesu vyroby tvaréhCilem této prace bylo pomoci metody vysoce

acinné kapalinové chromatografie stanovit obsah biaggh amii pro 155 izolai

mikroorganiznii, které byly ziskadny z jednotlivych fazi vyroby teau z milékarny

v Ceské republice.

Zjistené vysledky Ize shrnout do nasledujicichinod

produkce biogennich amirbyla zjiS€na u vSech mikroorganizivizolovanych hem

vyroby tvarohu,

celkové mnozstvi biogennich aniim analyzovanych mikrobialnich izolatech dosahlo

maximalni hodnoty 1971,9 mg/I,
spermidin nebyl tég detekovan, vyjimku tvidly 4 izolaty, kde byl obsak 2,0 mg/I,

u vSech testovanych mikroorgani@rbyla zjiS€na produkce tyraminu (155 izotat
a sperminu (155 izola}, dale byl detekovan tryptamin (100 izdlgt putrescin (96
izolati), kadaverin (80 izol&), fenyletylamin (79 izoldf), histamin (18 izoldi)

a spermidin (4 izolaty),

tyramin byl u testovanych izol&tmikroorganizni z tvarohi detekovan v nejvyssSim
mnozstvi 1341,4 mg/l, fenyletylamin 629,7 mg/l, nestin 412,3 mg/l, kadaverin
412,2 mg/l, histamin 159,1 mg/l, spermin 90,5 mjlptamin 20,6 mg/l a spermidin
v koncentraci 2,0 mgl/l,

u rekterych mikroorganizri izolovanych z jednotlivych fazi vyroby tvarohu iyl
zjisteny vysoké hodnoty biogennich anminfenyletylamin, putrescin, kadaverin,
histamin, tryptamin, spermin), které poukazuji oaze tento obsah biogennich atin
by mohl byt lidskému zdravi nebezjpg.
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AE

AMK

AN

BA
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BMK

CE

GC

GTK

HPLC

RCM

TLC

TYA

My

aerobg (s gistupem vzduchu)

aminokyselina

anaeroba (bez ghistupu vzduchu)

biogenni aminy.

Brain Heart Infusion agar

bakterie mléneho kvaSeni

kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophsisg

Cisté mlékaské kultury

plynova chromatografie (Gas Chromatography)

Zivna mida s glukozou, tryptonem a kvasmym extraktem

vysoce &inna kapalinova chromatografie (High Perforanceuldq

Chromatography)

Reinforced Clostridial Broth
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Tryptone Glukose Extrakt Agar
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PRILOHA |

Tabulka P1: Obsah biogennich amir{mg/l) u mikroorganizra izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina | — vyroba 1)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V1 ND* ND* 2,4+0,7 ND* ND* 43,8+2,8 ND* 27,7+3,0
V2 ND* ND* ND* ND* ND* 53,0+3,9 ND* 58,916,1
V3 ND* ND* ND* ND* ND* 17,0+0,9 ND* 13,3+0,8
V4 ND* ND* ND* ND* ND* 51,9+3,9 ND* 79,1+7,3
V5 ND* ND* ND* ND* ND* 34,2+4,6 ND* 58,6+6,2
V6 13,4+2,0 ND* ND* ND* ND* 23,3%6,7 ND* 16,8+6,1
V7 13,9+2,0 ND* ND* ND* ND* 20,6+2,5 ND* 15,2+1,9
V8 2,5+0,4 ND* 4,3+0,2 ND* ND* 40,7+5,8 ND* 30,1+3,0
V9 9,5+2,0 63,0+47,9 ND* ND* ND* 13,8+3,5 ND* 8,8+0,3
V10 12,5+1,7 ND* ND* ND* ND* 43,4+4,0 ND* 56,4+9,8
V11 9,8+1,5 ND* 6,0+0,4 9,5+1,4 ND* 19,8+2,7 ND* 19,224
V12 2,0+£1,0 ND* 1,7+0,4 1,4+0,2 ND* 17,6x1,4 ND* 8,580,
V13 3,7+0,2 ND* ND* ND* ND* 10,9+0,5 ND* 9,2+0,4
Vi4 ND* ND* 16,3+1,9 ND* ND* 43,7+7,0 ND* 74,8+15,9
V15 4,8+0,2 ND* ND* ND* ND* 31,6%2,5 ND* 23,1+1,2
V16 4,0+0,2 ND* ND* ND* ND* 42,2+3,7 ND* 32,6+3,0
V17 10,7+£3,4 120,5+12,7 ND* ND* ND* 1218,4+59,9 ND* 2,3x0,5
V18 14,4+1,1 ND* ND* 12,4+1,0 ND* 34,8+3,8 ND* 33,5+3,3
V19 20,6+1,2 4,3+0,6 6,2+0,4 11,0+1,0 2,4+0,2 35,0+3,1 ND* 26,727
V20 16,2+0,5 3,1+0,4 5,4+0,1 8,2+0,7 ND* 28,6%1,3 ND* 1,72+0,9
V21 15,4+0,7 3,5+0,2 6,1+0,5 7,8+0,7 ND* 28,2+1,2 ND* 24,7+0,9
V22 8,9+1,4 95,3+15,5 3,0+0,4 6,3+0,5 1,2+0,1 1132,@:60 1,9+0,2 2,0+0,6
V23 14,2+1,7 ND* 10,4+1,7 412,2+24,8 4,0+0,8 34,7+8,2 ND* 29,8+7,3




Tabulka P1 - pokra¢ovani: Obsah biogennich amir{mg/l) u mikroorganizm izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina | — vyroba 1)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V24 8,4+1,3 23,739 3,3+0,8 8,3+2,5 ND* 869,0+59,7 1,940,3 6,0+0,5
V25 12,0+2,8 ND* 54+1,1 7,817 ND* 25,445,9 ND* 22598
V26 13,8+1,0 ND* 6,1+0,7 10,1+1,0 ND* 32,7+7,8 ND* 30,5+7,9
V27 6,4+1,3 106,9+7,6 2,7+0,5 5,0+0,4 ND* 1114,6+56,1 D*N 1,8+0,3
V28 8,1+1,2 11,8+1,0 ND* 5,4+0,6 ND* 745,5+74,5 ND* 9,1+1,6
V29 10,3+1,8 3,7+0,3 2,4+0,1 5,9+0,5 ND* 195,6+7,5 ND* 18,4+1,1
V30 14,6+0,9 3,2+0,4 4,310,4 7,5+0,5 ND* 27,1454 ND* 21,1+4.6
V31 5,5+0,6 4,9+0,4 3,8+0,3 ND* ND* 29,3+2,3 ND* 21,361
V32 7,0£1,3 87,319,1 ND* 5,3+0,7 ND* 1043,0+£79,8 ND* 1,3+0,1
V33 8,2+0,8 10,9+0,8 2,1+0,1 5,7+0,2 ND* 660,8+10,2 ND* 8,0+0,4
V34 14,6+1,6 3,60,2 4,2+0,4 7,5+0,8 ND* 32,0+4,1 ND* 23,3+3,1
V35 2,7+0,7 ND* 1,3+0,3 1,7+0,1 ND* 43,8+2,2 ND* 32,981
V36 2,2+0,5 ND* 1,9+0,2 1,9+0,2 ND* 40,7+2,7 ND* 27,5%£1,9
V37 ND* ND* 5,2+3,2 1,7+0,3 ND* 64,5+7,6 ND* 32,446,0
V38 14,6%1,9 ND* 3,8+0,5 10,1+1,0 ND* 34,8+3,7 ND* 31,8+4,5
V39 16,1+2,4 3,7+0,5 4,1+0,5 9,5+2,6 ND* 66,9+27,4 ND* 29,1+3,7
V40 1,9+0,3 ND* 1,9+0,7 2,1+0,6 ND* 39,4+3,1 ND* 21,4423
Va1l 6,4+1,3 160,8+26,4 1,9+0,3 3,9+0,7 ND* 934,2+137,0 ND* 2,2+0,5
V42 5,5+0,9 47,0+£20,4 60,1+85,4 5,5+1,2 ND* 1080,6+75,3 ND* 2,5+1,0
V43 14,9+0,7 3,9+0,2 3,9+0,4 6,3+2,9 ND* 41,946,2 ND* 6,816,1
Va4 14,219 5,1+0,7 3,4+0,5 8,1+0,8 ND* 235,4+13,9 ND* 19,2+2,7
V45 4,0+0,6 ND* 2,6+0,3 165,1+20,9 3,7+0,6 41,145,7 ND* 30,4+3,6

*ND — biogenni amin nedetekovan

MnoZstvi biogennich aminvyjadieno jako pimér + smérodatna odchylka (n = 6)



Tabulka P2: Obsah biogennich amir{mg/l) u mikroorganizra izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina | — vyroba 2)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V46 2,9+0,7 ND* ND* 1,5+0,2 ND* 28,5+2,1 ND* 23,3+1,5
Va7 ND* ND* ND* 1,60,3 ND* 47,6x1,7 ND* 25,24+0,6
V48 13,9+1,4 ND* 3,9+0,4 7,6+£1,0 1,2+0,1 29,1+3,6 ND* 3,224
V49 15,4+0,4 3,3+0,2 3,9+0,3 6,4+0,7 ND* 26,9+2,0 ND* 24,52 4
V50 ND* ND* ND* ND* ND* 38,1+5,0 ND* 26,0+2,9
V51 5,0+0,2 5,0+0,3 3,7£0,4 ND* ND* 25,0+2,7 ND* 24,643,2
V52 ND* ND* ND* ND* ND* 28,5+4,8 ND* 16,8+3,3
V53 6,7+0,7 28,2+0,9 2,5+0,2 ND* ND* 942,4+30,2 1,840,5 4,3+0,7
V54 13,2+0,8 ND* 228,0+24,3 31,9+3,3 ND* 21,3+2,0 ND* 6,7+0,7
V55 9,3+2,5 19,1+4,6 3,9+1,6 6,7+1,9 ND* 766,4+122,1 ND* 8,3+1,8
V56 5,7+0,5 30,5+2,3 1,940,1 4,7+0,4 ND* 888,9+31,4 ND* 3,0+0,1
V57 12,8+1,1 ND* 8,5+0,5 361,2+25,0 ND* 25,5+3,4 ND* 23,3+4,0
V58 9,6+0,4 16,6+1,4 ND* 7,2+1,0 ND* 896,5+71,9 ND* 852
V59 16,1+1,1 3,9+0,3 7,9+1,6 8,8+1,2 ND* 31,3+4,9 ND* 24,34+3,9
V60 4,7+0,7 9,6+0,5 3,2+1,0 ND* ND* 40,9+0,4 ND* 26,040
V61l ND* ND* 6,5+1,8 ND* ND* 29,2+54 ND* 29,245,7
V62 ND* 33,9+1,3 ND* 7,1+0,9 ND* 1078,4+23,5 ND* 1,74,
V63 ND* 15,0+0,5 2,5+0,3 ND* ND* 778,7£10,2 ND* 9,1+0,3
V64 ND* 20,6+2,6 ND* ND* ND* 668,5+45,1 ND* 10,0+1,0
V65 ND* ND* 6,2+2,3 ND* ND* 31,5+4,7 ND* 23,043,1
V66 ND* ND* 13,6+0,8 ND* ND* 32,3+4,6 ND* 21,2432
V67 11,3+1,6 ND* ND* ND* ND* 20,3+3,0 ND* 15,7+2,9
V68 2,9+0,4 ND* 7,217 ND* ND* 40,8+3,6 ND* 24,9+1,2




Tabulka P2 - pokra¢ovani: Obsah biogennich amir{mg/l) u mikroorganizm izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina | — vyroba 2)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V69 ND* ND* 409,0+18,2 31,1+1,6 ND* 42,845,6 ND* 29,4435
V70 ND* 134,648,0 ND* ND* ND* 1102,1+56,8 ND* 1,440,2
V71 ND* 25,3+1,6 2,3+0,1 4,4+0,4 ND* 1144,2+59,2 ND* 3,9+0,6
V72 9,9+0,6 6,7+0,3 ND* 6,8+0,5 ND* 246,916,7 ND* 20,58
V73 8,9+0,8 7,7£1,0 ND* 5,6+0,3 ND* 393,4+14,3 ND* 21,3+3,1
V74 13,0+0,8 84,2+5,7 3,6%0,7 7,4+1,2 ND* 33,645,2 ND* 25,5+4,5
V75 10,5+2,0 2,6x0,5 3,9+0,8 4,9+1,2 ND* 23,243,9 ND* 29,545,2

*ND — biogenni amin nedetekovan

MnozZstvi biogennich aminvyjadieno jako pimér £ smerodatna odchylka (n = 6)



PRILOHA II

Tabulka P3: Obsah biogennich amir{img/l) u mikroorganizra izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina Il — vyroba 1)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V76 ND* 529,0+23,4 5,7+0,4 ND* ND* 1255,1+32,3 ND* 1,3+0,2
V77 3,1+0,5 ND* 3,8£3,4 ND* ND* 34,0+2,9 ND* 42,9+3,0
V78 ND* ND* ND* ND* ND* 21,914 ND* 38,6+2,3
V79 ND* ND* 204,3+37,7 ND* ND* 52,0+7,8 ND* 41,1+9,9
V80 7,1+1,2 44,8+9,0 155,0+15,6 36,0+11,3 ND* 908,7+103,3 ND* 2,8+0,9
val 8,8+1,0 47,3+£13,5 3,4+0,2 6,8+0,7 2,7+0,3 991,9854, ND* 3,0+0,4
V82 10,7+2,0 6,5+9,0 43,2+80,9 6,6+1,4 ND* 263,9+293,6 ND* 18,5+12,2
V83 ND* ND* ND* ND* ND* 115,7+17,6 ND* 25,8+4,5
V84 ND* ND* 13,3+2,0 ND* ND* 46,2+2,6 ND* 84,2+4,3
V85 ND* ND* ND* ND* ND* 68,0+5,2 ND* 69,3+4,6
V86 ND* ND* ND* ND* ND* 195,7+165,1 ND* 60,7£18,1
V87 3,7+0,6 ND* 329,2+12,0 ND* ND* 68,2+25,0 ND* 68,9812
V88 3,2+1,2 ND* 412,3+41,8 ND* 15,6+11,7 355,8+14,6 ND* 43,345,8
V89 12,3+3,3 13,1+15,4 111,6+137,2 ND* 9,5+10,0 391892 ND* 21,7+17,8
V90 10,0+7,1 16,6+3,8 199,3+63,9 ND* ND* 597,6+67,2 ND* 9,3+2,3
VIl 12,2+1,6 ND* 178,5+133,6 11,9+1,5 ND* 567,3+421,3 DN 8,5+6,8
V92 ND* ND* ND* ND* ND* 39,1+3,6 ND* 40,1+10,2
Va3 ND* ND* 24,5+9,8 212,0+79,7 ND* 24,616,4 ND* 30,98
Vo4 ND* ND* 262,7+54,3 ND* ND* 75,0+8,0 ND* 64,6+7,7
V95 ND* ND* ND* ND* ND* 86,5+31,6 ND* 66,4+3,4
V96 ND* ND* 366,9+49,0 ND* ND* 460,7£32,2 ND* 38,3+8,6
V97 ND* 83,5+13,0 ND* ND* ND* 1099,3+63,2 ND* 1,5+0,2
Vo8 8,1+1,1 37,8+5,5 123,6+11,2 6,8+0,5 3,8+0,3 902,9+73,2 ND* 3,5+0,8
V99 16,3+2,1 ND* ND* ND* ND* 40,9+2,7 ND* 39,945,5




Tabulka P3 - pokra¢ovani: Obsah biogennich amir{mg/l) u mikroorganizm izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina Il — vyroba 1)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V100 17,9+1,: 4,310,k 4,8+0,¢ 8,4+0," 4,7+0,% 38,0+3,: ND* 29,4+2 ¢
V101 9,5+1,3 12,0+1,1 183,1+21,7 ND* ND* 537,3+63,0 ND* 8,5+2,0
V102 ND* ND* ND* ND* ND* 30,5+2,9 ND* 37,4+3,7
V103 ND* ND* ND* ND* ND* 35,5+4,7 ND* 42 .4+5,5
V104 9,8+0,5 97,4497 ND* ND* ND* 1030,7+37,6 ND* 2,3+0,3
V105 8,5+0,4 125,0+18,4 ND* ND* ND* 915,5+128,3 ND* 1,02
V106 10,8+1,2 15,9+1,5 3,9+0,6 8,7+0,4 3,4+0,7 715,8+68,6 ND* 16,1+3,2
V107 13,4+1,9 1,2+0,1 4,7+0,5 10,5+0,8 ND* 41,4+6,2 ND* 42.,6+5,9
V108 12,5+1,0 ND* 6,3+1,0 10,0+0,8 ND* 22,9+1.9 ND* 20,1+2.4
V109 11,3+2,9 6,7t1,2 4,610,5 7,8+0,8 ND* 697,4+30,3 ND* 8,3+0,6
V110 ND* ND* ND* ND* ND* 35,2+2,3 ND* 28,2+2.6
V111 ND* 99,3+4,4 ND* ND* ND* 1135,8+47,9 ND* 1,8+0,3
V112 9,7+1,0 29,5+3,1 4,4+0,6 7,1+0,5 3,1+0,3 890,6+71,3 ND* 4,3+0,4
V113 14,6+1,3 1,6+0,2 4,6+0,3 9,8+0,6 2,4+0,1 37,6+3,9 D*N 37,4+3,9
V114 10,8+0,7 13,9+2,2 3,9+0,6 7,9+0,6 3,9+0,8 609,9+71,6 ND* 16,2+3,7
V115 ND* 24,845,6 5,9+1,8 8,2+t1,5 ND* 997,8+95,2 ND* 203
V116 7,3+0,7 62,0+7,8 ND* ND* ND* 1033,1+67,8 ND* 2,0+0,6
V117 8,8+1,1 30,1+3,1 3,1+0,5 7,0+£0,6 2,6+£0,6 911,3+55,6 ND* 2,4+0,3
V118 11,0+1,7 15,3+3,3 262,8+45,8 7,5+£2,6 ND* 652,5+70,4 ND* 18,1+2,0
V119 11,0+1,6 14,4+1,7 3,6+0,6 8,4+1,0 ND* 643,6+109,2 D*N 13,4+2,6
V120 13,0+2,4 21,1+4.7 334,3+100,3 29,3+8,0 ND* 831,4+97,7 ND* 8,8+4,2
V121 15,5+3,4 ND* 6,4+2,0 10,6+2,0 ND* 517,7+368,7 ND* 74+35
V122 ND* ND* ND* ND* ND* 30,6%4,0 ND* 32,1+7,6
V123 ND* ND* ND* ND* ND* 37,745,3 ND* 46,7+8,4
V124 ND* ND* ND* ND* ND* 330,7+13,0 ND* 61,4+7,9
V125 ND* ND* ND* ND* ND* 25,7+3,3 ND* 18,2+6,2
V126 ND* ND* 7,812,4 ND* ND* 24,4420 ND* 15,4+1,6
V127 ND* 629,7+28,5 ND* ND* ND* 1341,4+28,2 ND* 0,8+0,1

*ND — biogenni amin nedetekovan,

Mnozstvi biogennich aminvyjadieno jako pimér + smérodatna odchylka (n = 6)



Tabulka P4: Obsah biogennich amir{mg/l) u mikroorganizra izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina Il — vyroba 2)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V128 ND* ND* ND* ND* ND* 48,0£8,9 ND* 90,5+19,9
V129 ND* ND* ND* ND* ND* 39,9+3,7 ND* 64,445,8
V130 ND* 383,6+17,0 ND* ND* ND* 1217,6+87,5 ND* 1,4+0,4
V131 11,3+3,0 43,7+45,7 163,5+16,2 12,3+3,1 9,4+1,8 54247,3 ND* 13,1+13,1
V132 9,6+2,2 238,2+33,5 4,8+1,0 7,4+0,5 ND* 1151,1+96,4 ND* 1,7+0,4
V133 12,5+1,5 36,1+6,4 4,1+0,3 7,5+1,0 ND* 1037,2+81,3 D*N 1,740,2
V134 ND* ND* ND* ND* ND* 20,3+x1,4 ND* 33,8+2,3
V135 ND* ND* ND* ND* ND* 30,1+1,9 ND* 39,0+3,9
V136 ND* 402,4+16,9 ND* ND* ND* 1124,9+46,9 ND* 1,4+0,5
V137 17,7+2,3 75,0+25,4 10,6+1,3 ND* 159,1+31,3 970,63,61 ND* 1,1+0,3
V138 8,4+1,1 199,5+14,9 139,1+75,3 6,9+0,6 ND* 1266,6+47,6 ND* 1,6+0,7
V139 12,3+0,5 ND* 5,310,4 9,6+0,7 ND* 21,3+1,1 ND* 2459
V140 10,9+1,5 ND* 5,0+0,3 8,8+1,0 ND* 22,943,6 ND* 23,443,3
V141 ND* 263,4+45,2 4,115 ND* ND* 1053,1+65,5 ND* 1,82
V142 ND* ND* ND* ND* ND* 34,4+3,9 ND* 31,4+3,5
V143 8,3t1,2 395,4+133,1 5,6+1,3 5,8+1,5 ND* 1146,0+826, ND* 1,2+0,1
V144 8,8+2,4 13,7+2,2 3,2+0,4 7,2+0,8 2,7+0,3 619,0+57,6 ND* 11,1+1,8
V145 8,2+0,6 204,4+12,5 4,5+0,8 6,8+0,4 ND* 1155,5+39,5 ND* 1,4+0,5
V146 8,5+1,9 272,1+22,5 ND* 5,8+1,8 ND* 1220,1+114,7 ND* 1,1+0,2
V147 12,7+1,0 ND* 180,9£136,1 9,7+1,2 ND* 132,5+87,6 ND* 14,9129
V148 10,7£2,7 25,1+6,4 211,5+11,3 94,6+14,9 ND* 976,3+57,9 ND* 2,6+1,0
V149 9,0+1,2 437,6£14,9 ND* ND* ND* 1138,0+29,6 2,0+0,2 1,5+0,4




Tabulka P4 - pokra¢ovani: Obsah biogennich amir{mg/Il) u mikroorganizm izolovanych Bhem vyroby tvarohu (skupina Il — vyroba 2)

Izolat Tryptamin Fenyletylamin Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin Spermidin Spermin
V150 6,6+2,0 178,5+21,8 4,7+1,1 6,8+0,7 ND** 1282,0+94,9 ND* 1,2+0,3
V151 12,9+0,6 ND* 6,7+1,4 9,5+0,8 ND* 29,7+£1,0 ND* 28,46
V152 ND* ND* ND* ND* ND* 26,0+2,0 ND* 28,0+7,1
V153 ND* ND* ND* ND* ND* 50,3+7,5 ND* 44,7+11,2
V154 ND* ND* ND* ND* ND* 27,6+1,7 ND* 32,1+3,9
V155 ND* 356,5+39,5 ND* ND* ND* 1294,5+84,7 ND* 1,1+0,4
*ND — biogenni amin nedetekovan

MnoZstvi biogennich aminvyjadieno jako piimér + smérodatna odchylka (n = 6)



PRILOHA III

Tabulka P5: Celkovy obsah biogennich aniiimg/l) u mikroorganizr izolovanych

béhem vyroby tvarohu (skupina I)

Faze vyroby | lzolat Celkovy obsah BA Faze vyroby | lzolat Celkovy obsah BA
R Vil 73,9 V46 56,2
V2 111,9 V47 74.4
V3 30,3 V48 78,8
V4 131,0 D V49 80,4
V5 92,8 V50 64,1
B V6 53,5 V51 63.3
V7 49,7 V52 45,3
V8 77.6 V53 985,9
Vo 95,1 E V54 311,1
V10 112,3 V55 813,7
c Vi1 64,3 V56 934,7
V12 31,2 V57 4313
V13 23,8 V58 938,4
V14 134,8 = V59 92,3
V15 59,5 V60 84.4
V16 78,8 V61 64,9
D V17 1351,9 V62 11211
V18 95,1 V63 805,3
V19 106,2 21 | Ve4 699,1
V20 83,2 V65 60,7
V21 85,7 V66 67,1
V22 1250,6 s V67 47,3
V23 505,3 V68 75,8
E V24 920.6 G V69 512,3
V25 73,3 V70 12381
V26 93,2 V71 1180,1
V27 1237,4 2125 | 72 290,8
V28 779,9 V73 436,9
F V29 236,3 V74 167,3
V30 77.8 V75 74.6
V31 64,8
V32 11439
V33 695,7
V34 85,2
V1| 35 82.4
V36 74.2
V37 103,8
V38 95,1
G 114 yag 1294
V40 66,7
val 1109,4
V42 1201,2
1/25 | v43 107,6
Va4 285,4
V45 246,9




PRILOHA IV

Tabulka P6: Celkovy obsah biogennich aniiimg/l) u mikroorganizr izolovanych
béhem vyroby tvarohu (skupina Il)

Faze vyroby | Izolat Celkovy obsah BA Faze vyroby | Izolat Celkovy obsah BA
A V76 1791, V128 138,F
V77 83,8 V129 104,3
V78 60,5 V13C 1602,¢
V79 297 ¢ D V131 795,7
B V80 1154, V132 1412,
V81l 1063,9 V133 1099,1
V82 349,4 V134 54,1
V83 141, V13E 69,1
V84 143’ V13€ 1528’
V85 137,: V137 1234,
V86 256,4 E V138 1622,1
V87 470 V139 73
C V88 830, V14C 71
V89 559,9 V141 1321,9
Vo0 832,¢ V142 65,¢
Vo1l 778,4 V143 1562,:
V92 79,2 V144 665,
Vo3 292 F V145 1380,8
V94 402, V146 1507,6
V95 152,¢ V147 350,
V96 865,9 V148 1320,8
Vo7 1184, V14¢ 1588,:
D Vo8 1086,5 o/1 | V150 1479,8
V99 97,1 G V151 87,2
V100 107, V152 54
V101 750,4 V153 95
V102 67,¢ 2125 154 59,7
V103 77,9 V155 1652,1
V104 1140,
V105 1050,1
E V106 774.6
V107 113,¢
V108 71,8
V106 736,
V110 63,4
V111 1236,¢
E V112 948,
V113 108
V114 666,
V115 1038,7
V116 1104,
V117 965,3
V118 967,2
11 | vi1e 694,
V120 1237,9
G V121 567,¢
V122 62,7
V123 84,
V124 392,
1/25| v125 43,9
V126 47.¢
V127 1971,9




