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ABSTRAKT

Cilem predlozené dizertaéni prace bylo zabyvat se problematikou vzniku
a vyskytu biogennich amini ve vybranych skupinach ptirodnich syrt. Navzdory
tomu, ze biogenni aminy mohou plnit v nizkych koncentracich u fady
mikroorganizmu, rostlin 1 Zivo¢ichii vyznamné fyziologické funkce, piijem
vysSich koncentraci biogennich amind mtiZze mit negativni vliv na konzumentovo
zdravi. Syry predstavuji vhodné prosttedi pro vznik a vyskyt vysSich koncentraci
biogennich amint, nebot’ fada mikroorganizmu vyuZzivajicich se pii vyrobé syrt
jako zdkysové mikroorganizmy vykazuji znanou pozitivni dekarboxylazovou
aktivitu.

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

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



ABSTRACT

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

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

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

Ptirodni syry se v poslednich letech fadi ke stale vice oblibenym potravinam,
coz dokazuje i statistika Ceského statistického ufadu, kde piirodni syry jsou
rozdéleny na skupiny tvrdé, mékké a plisiioveé syry. Spotieba piirodnich syrt
vzrostla z 9,4 kg na 1 osobu za rok 2004 na 11,3 kg na 1 osobu za rok 2016.
V piipad€ spotieby mléka a mlécnych vyrobkii doslo meziro¢né ke zvySeni
0 5,8 kg obyvatele za rok 2016 na hodnotu 242,3 kg ve srovnani s rokem
predeslym (Bacova, 2016; Lukavcova, 2017; Vodickova, 2016).

Syry maji své charakteristické organoleptické vlastnosti (zejména chut’ a viini),
které jsou disledkem tfady biochemickych reakei, protoZze pii nich vznikaji
vyznamné senzorické latky (Calzada et al., 2013, s. 4817; El-Zahar, El-Zager
a Ramadan, 2014, s. 73; Fox et al., 2000, s. 12-15; 2004, s. 103-140; Roginski,
Fuquay a McSweeney, 2002, s. 795). Tyto biochemické reakce probihaji
J1Z od prvnich hodin vyroby syrt (nejvice béhem lisovani a soleni syri1), avSak
k nejvétsim biochemickym zméndm dochazi az v priibéhu zrani syrti. Béhem
zrani syri mohou byt mimo jiné tvofeny biogenni aminy (BA) ve vyznamnych
koncentracich, pficemz ptitomnost a konzumace vysokych koncentracich mohou
negativné ovliviiovat konzumentovo zdravi (Church, McCance & Widdowson,
2002, s. 110; Fox et al., 2000, s. 15; McSweeney, 2004, s. 128; Roginski, Fuquay
a McSweeney, 2002, s. 799).

Dekarboxylazova aktivita byla zpozorovana u fady mikroorganizmd, které jsou
soucasti zakysovych kultur. Mimo zakysové mikroorganizmy se vV syrech mohou
vyskytovat 1 nezdkysové bakterie, u kterych byla taktéZ detekovana schopnost
dekarboxylace aminokyselin za vzniku BA (Bunkova etal., 2010, s. 880;
Innocente et al., 2007, s. 1285; Calzada et al., 2013, s. 4817; El-Zahar, El-Zager
a Ramadan, 2014, s. 74). Pritomnost nezakysovych bakterii je do jisté miry u syrt
zadouci, nebot’ se mohou zna¢né podilet na fad€ biochemickych reakei v pritbéhu
zrani syrd. Vlastnost mit pozitivni dekarboxyldzovou aktivitu maji jednotlivi
zastupci, nikoliv cely kmen. Mezi bakterie s pozitivni dekarboxyldzovou
aktivitou se fadi napt. Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus. Druhym
ptedpokladem pro vznik BA je delsi doba zrani syrti, nebot’ s jeho rostouci dobou
zpravidla rostou i koncentrace BA. Tietim predpokladem je mikrobialni ¢istota
vstupni suroviny, tedy mléka. V ptipadé¢ vyroby syrii z tepelné neoSetfeného
mléka je riziko vyssi tvorby BA zplisobeno pomoci bakterii mlééného kvaSeni
¢i kontaminujici mikroflory, zejména pomoci bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae.

Vyskyt konkrétnich BA v ptirodnich syrech se miiZe liSit v zavislosti na pouZzité
mikroflofe (at’ uz zakysovych ¢i nezakysovych mikroorganizmi s pozitivni
dekarboxylazovou aktivitou). Mezi velmi Casto vyskytujici se BA v pfirodnich
syrech byly detekovany zejména histamin, tyramin, putrescin a kadaverin
(Bunkova et al., 2009, s. 535; 2013, s. 549; Calzada et al., 2013, s. 4817; Schirone
etal., 2013, s. 138).



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldrni dusikaté latky, které vznikaji
dekarboxylaci pfislusnych aminokyselin plisobenim mikroorganizmi (MO)
s pozitivni dekarboxyldzovou aktivitou. Vyskyt BA Vv nizkych koncentracich
je ptirozeny u vSech zivocCichli, rostlin i mikroorganizmt, kde plni fadu
vyznamnych fyziologickych funkci (Brown, Stevens a Haas, 2001, s. 638;
Bunkova et al., 2013, s. 548; Dadakova, Kiizek a Pelikanova, 2009, s. 365; El-
Zahar, El-Zager a Ramadan, 2014, s. 74; Onal, 2007, s. 1475). Na druhou stranu
konzumace vys$Sich mnozstvi BA miize mit zavazny negativni vliv na organizmus
(Bunkova et al., 2009, s. 534, 2010, s. 880; El-Zahar, EI-Zager a Ramadan, 2014,
S. 74; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Innocente et al., 2007, s. 1285; L.i et
al., 2014, s. 355).

2.1.1 Vznik biogennich amint

BA vznikaji v potravinach prevazné degradaci volnych aminokyselin pomoci
mikroorganizmu s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou. Dekarboxylazy, které
katalyzuji reakce vzniku BA, mohou byt produkovany rdznymi druhy
mikroorganizmtl, avSak jedna se spiSe 0 vlastnost konkrétnich kmenti nez celého
druhu (BioCyc Database Collection, 2016; Buikova et al., 2009, s. 534; 2011,
s. 113; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al., 2013, 38-40, Pachlova
etal., 2016, 1-2).

Rada biogennich amini vznika jednostupiiové, napf. histamin z L-histidinu
pusobenim histidin-dekarboxylazy. Nékteré biogenni aminy vSak mohou vznikat
I zjinych biogennich amint. Napfiklad spermidin vznikd methylaci, ¢i reakce
spermidinu za vzniku sperminu (Ancin-Azpilicueta et al., 2008, s. 258; BioCyc
Database Collection, 2016; Halasz et al., 1994, s. 43; Kala¢, 2014, s. 27; Komprda
et al., 2008, s. 30).

Vznik putrescinu je mnohem slozit¢jsi a jeho syntéza je zavisla na typu
pfitomnych bakterii, kterymi je dekarboxylovan. V pfitomnosti gramnegativnich
bakterii miiZze byt putrescin tvofen az ttemi drahami. Plisobenim grampozitivnich
bakterii miize byt putrescin tvofen dvéma drahami (Ancin-Azpilicueta et al.,
2008, s. 258; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al., 2013, 38-40;
Roginski, Fuguay a McSweeney, 2002, s. 842).

Mezi pfimé faktory vzniku BA patii piitomnost dostatecného mnozstvi volnych
aminokyselin z nichZ jsou BA pomoci dekarboxylace syntetizovany (Komprda et
al., 2008, s. 220; Linares et al., 2012, s. 2-3; Novella-Rodriguez et al., 2004,
S. 246). Druhym, velmi podstatnym, piedpokladem pro vznik BA je pfitomnost
mikroorganizmu s pozitivni dekarboxylazovou aktivitou (Bunkova et al., 2010,
s. 881; Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s. 7955).



Nepiimé faktory pro vznik biogennich amind jsou takové, které maji vliv
na samotné mnozeni, rist a celkovy metabolizmus mikroorganizmu s pozitivni
dekarboxylazovou aktivitou. Mezi takové podminky patii naptiklad koncentrace
sacharidii (pfedevsim glukozy), teplota, pH, pfitomnost kysliku, koncentrace
NaCl, aj. Tyto podminky jsou vSak zavislé na konkrétnim druhu a nelze tak
souhrnn¢ specifikovat vyse uvedené podminky (Bover-Cid et al., 2008, s. 270,
Bunikova et al., 2011, s. 113-114).

2.1.2 Toxikologické ucinky biogennich amini

Lidsky organizmus je pfirozen¢ chranén pred intoxikaci biogennimi aminy,
ato pomoci detoxifikatniho mechanizmu. Jeho ucinnost ale muize vlivem
riznych faktorti byt snizena. Konzumace potravin s vysokymi koncentracemi BA
mize negativné ovlivitovat lidsky organizmus. Z hlediska jejich toxikologického
plsobeni na lidsky organizmus jsou biogenni aminy rozdéleny na psychoaktivni
(plisobici na nervové prenaSeCe) a vazoaktivni latky (vliv na kardiovaskularni
systém, aj.). Intoxikace psychoaktivnimi latkami se mlize projevovat doasnymi
zménami vnimani ¢i  chovani. Vazoaktivni BA mohou byt dale
na vazokontraktibilni (napf. tyramin) ¢i vazodilatacni (napft. fenylethylamin)
(Bunkova et al., 2010, s. 881; Dang, Pesek a Matyska, 2013, s. 4227; Ktizek et al.,
2014, s. 466-467; Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s. 3252).

Mezi nejvyznamnéj$i biogenni aminy z hlediska negativniho Gc¢inku na lidsky
organizmus se fadi zejména histamin a tyramin. Intoxikaci témito BA muze
dochazet k anafylaktickému Soku, snizeni krevniho tlaku, bolestem hlavy
ptrechazejici v silné migrény, aj. Konzumace potravin s koncentraci histaminu nad
100 mg-kg! miZe vést k velmi silnym otravam (Butikova et al., 2010, s. 881; Li
etal., 2014, s. 356; Innocente et al., 2007, s. 1286; Dang, Pesek a Matyska, 2013,
S. 4227; Kiizek et al., 2014, s. 467; Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s. 3252).

Tyramin se fadi mezi vazokontraktibilni biogenni aminy, které mohou
zpusobovat hypertenzi. Mimo to miize tyramin zpiisobovat bolesti hlavy,
zvraceni, &i rozsiteni cév, aj. Koncentrace tyraminu 100 — 800 mg-kg™? v potraving
je v tad¢ publikaci oznacovana jako toxicka pro lidsky organizmus (Buikova
etal., 2010, s. 881; Calzada et al., 2013, s. 4817; Kiizek et al., 2014, s. 467; Onal,
2007, s. 1476). Obdobné toxikologické uéinky na lidsky organizmus muize mit
také konzumace vyssich koncentraci tryptaminu a fenylethylaminu (Anonym,
2011, s. 21).

Dalsi BA putrescin a kadaverin mohou zesilovat vyse uvedené ucinky
histaminu a tyraminu.

2.1.3 Vyskyt biogennich aminu

Biogenni aminy jsou v nizkych koncentracich pfirozené se vyskytujici latky
U vSech mikroorganizmd, zivo€icht 1 rostlin. Z hlediska fyziologie zde plni fadu
vyznamnych a dulezitych funkci jako napiiklad stabilizatory makromolekul,
lokélni tkanové hormony, aj.



Vznik zavazné vysokych koncentraci BA muze byt disledkem pritomné
mikroflory v potravinach (Bunkova et al., 2010, s. 880; Mayer, Fiechter, Fischer,
2010, s. 3252). Plvod pritomnych mikroorganizmii s pozitivni dekarboxylazovou
aktivitou v potravinach mize byt:

e mikroorganizmy z ptivodni suroviny (Casto tyto MO mohou byt vnimany
také jako kontaminanty, avS§ak mohou se podilet na fadé¢ vyznamnych
biochemickych procesech). V mlékarenstvi se témto mikroorganizmiim
piispivajicim k vytvafeni typické jakosti vyrobku fika ,,nezdkysoveé
bakterie®, nebo také nonstartérové;

e pridavek mikroorganizmi do suroviny béhem technologie vyroby —
jedna se o zakysové (neboli startérove) kultury;

e mikroorganizmy, kter¢é se do suroviny dostaly v pribéhu
technologického procesu — nezdkysoveé (nonstartérove), vyznamné
podili na diileZitych biochemickych procesech v priibéhu zrani syri;

e kontaminujici mikrofléra, kterd se do potraviny dostala v pribéhu
technologie vyroby potravin vlivem Spatnych hygienickych podminek,
¢i nevhodnym skladovanim (Komprda, 2004, s. 53; Mayer, Fiechter,
Fischer, 2010, s. 3252; Santos, 1996, s. 214).

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

Ptitomnost BA v nefermentovanych potravinach je zejména diky vyskytu
a pusobeni kontaminujici mikroflory. Vzhledem k tomuto faktu mohou byt BA
oznacovany jako ukazatel kazeni potravin.

Z hlediska obsahu BA pfedstavuji fermentované potraviny pomérné
vyznamnéjs$i skupinu potravin, nebot’ jsou zde detekovany zna¢né koncentrace
biogennich amind. BA ve fermentovanych potravinach mohou vznikat ptisobenim
nejen zakysovych kultur (pokud pomineme produkci BA pilisobenim
kontaminujici mikroflory), ale i nezakysovych mikroorganizmu. (Bunkova et al.,
2010, s. 881; El-Zahar, El-Zager a Ramadan, 2014, s. 74; Innocente et al., 2007,
s. 1286). Proto je podstatné vybirat kombinaci takovych startérovych
mikroorganizmi, které nevykazuji zddnou ¢i  minimalni  pozitivni
dekarboxylazovou aktivitu (Mayer, Fiechter, Fischer, 2010, s. 3252; Quereshi
et al., 2013, s. 304).

2.2 Zrani prirodnich syru

V pfirodnich  syrech dochdzi v pribéhu zrani ktadé¢ vyznamnych
biochemickych reakci, které maji za nasledek vyvoj typické textury, aroma i chuti
piirodnich syrt. Natéchto vyznamnych biochemickych procesech se mize
podilet nejen ziva mikroflora, ale také neziva mikroflora. Lyzi téchto bunck
dochézi kuvoliiovani enzymii do okoli, které se rovnéZz podili na ftadé
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biochemickych reakci (Calzada et al.,, 2013, s.4817; El-Zahar, El-Zager
a Ramadan, 2014, s. 74; Fox et al., 1998, s. 384; 2000, s. 524; 2004, s. 421,
Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842; Schirone et al., 2013, s. 138).

2.2.1 Metabolizmus laktozy a reakce kyseliny mlécné

Laktoza (disacharid sloZzeny z galaktdzy a glukozy, které jsou spojeny B 1 —4
glykozidickou vazbou) je nejvice zastoupenym sacharidem obsazenym v mléce.
Laktdza je ve vétsi mife rozlozena jiz béhem prvnich 24 hodin od pocatku vyroby
syrd, u polotvrdych a tvrdych piirodnich syrtt dochazi k iplnému rozkladu laktozy
béhem prvnich dnl zrani (Fox et al., 2000, s. 487). U pfirodnich syrt dochazi
k homofermentativnimu rozkladu laktdézy zejména pomoci bakterii mlééného
kvaseni (BMK) (pfedev§im bakterie Lactococcus spp., Leuconostoc spp.,
Lactobacillus spp., Streptococcus thermophilus), které ji vyuzivaji jako zdroj
energie pro jejich rast a mnoZeni. BMK mohou metabolizovat laktézu tfemi
zpusoby, které jsou zavislé na jejim zpiisobu transportu.

V piipad¢ utilizace laktdozy dvéma drahami vznikéd soucasné 1 glukoza, kterd
je pomoci glukokinazy preménéna na glukoza-6-fosfat. Glukoza nasledné
vstupuje do Emden-Meyerhofovy drahy. Tieti moznost utilizace laktézy probiha
za pritomnosti laktéza-galaktohydrolazy. Diky ptfidavku vody vznika
D-glukopyrandza a B-D-galaktoza.

Permeézovy systém neboli Leloirova draha predstavuje hlavni cestu pro vyuziti
galaktdzy pii nizkych koncentracich extracelularnich sacharidi (Fox et al. 1993,
s. 354; 2000, s. 489; 2004, s. 347; McSweeney a Sousa, 2000, s. 294; Roginski,
Fuquay a McSweeney, 2002, s. 842).

Principem Emden-Meyerhofovy drahy je postupna fosforylace glukozy.
V disledku nasledného vzniku laktatu dochézi v prvnich dnech k poklesu pH syrii
(Fox et al., 2000, s. 489; 2004, s. 347 McSweeney, 2004, s. 128).

Naslednou reakci kyseliny mlééné dochazi k nartstu pH syri a vzniku dalSich
senzoricky aktivnich latek. Pomoci nezakysovych BMK ¢i zdkysovymi
bakteriemi rodu Lactobacillus muze dochazet k racemizaci. Laktat mize byt
nasledné pfeménovan na formiat, acetat, etanol a oxid uhli¢ity (Fox et al., 1998,
s. 342; 2000, s. 387; 2004, s. 521; Grossiord et al., 1998, s. 78; McSweeney
a Sousa, 2000, s. 294; Roginski, Fuguay a McSweeney, 2002, s. 842).

2.2.2 Metabolizmus citratu

Miéko obsahuje ptiblizné¢ 1600 — 1800 mg citratu na 1 1 mléka, pticemz ~ 94 %
veSkerého citratu piechazi do syrovatky (v rozpustné forme), zbyly citrat zistava
v syfeniné ve formé koloidniho citratu (Fox, 1993, s. 478; McSweeney a Sousa,
2000, s. 294). Metabolizmus citratu mize byt vyznamnym prekurzorem pro vznik
senzoricky aktivnich latek produkovanych mezofilni zékysovou kulturou. Citrat
muze byt metabolizovan plsobenim citrat-pozitivnich laktokokii (napf.
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis) (Fox et al., 2000, s. 612;
McSweeney a Sousa, 2000, s. 294).
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2.2.3 Proteolyza a metabolizmus aminokyselin

Proteolyza je katalyzovana enzymy, které mohou pochazet z rliznych zdroja,
avSak pro pfirodni syry jsou vyznamné enzymy pochazejici z koagula¢niho
Cinidla, enzymy mléka a enzymy pfitomnych bakterii mlééného kvaSeni
(zakysové a nezakysové). Vzniklé aminokyseliny mohou dale reagovat za vzniku
vyznamnych senzoricky aktivnich latek a soucasné dochdzi ke wvzniku
pozadované textury (Fox et al., 2000, s. 75, 2004, s. 185; McSweeney a Sousa,
2000, s. 294; Yvon a Rijnen, 2001, s. 186).

Dekarboxylace AMK za vzniku BA je jedna z nejvyznamnéjsich reakci, ktera
probihd plsobenim dekarboxyla¢nich enzyml mikroorganizmt. Jednou
z vyznamnych reakci v syrech béhem zrani je deaminace AMK (odsStépeni
aminoskupiny) za  vzniku  o-ketokyselin.  Dalsi  reakci AMK
a a-ketokyselin vznikaji aldehydy a ptislusné kyseliny dle Streckerovy degradace
(napf. vznik isobutanalu z leucinu aizoleucinu, methionalu z valinu,
3-metylbutanalu z methioninu, aj.) (BioCyc Database Collection, 2016; Buinikova
et al., 2009, s. 534; 2011, s. 113; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo
etal., 2013, s. 39; Pachlova et al., 2016, s. 2).

2.2.4 Lipolyza a metabolizmus mastnych Kkyselin

Lipolyza neni u vétSiny pfirodnich syrGt zadouci ve velké, nebot’ vysoké
koncentrace mastnych kyselin by mohly vést ke zluknuti. Ptiblizné 3,5 — 4,5 %
(w/w) lipidt je obsazeno v kravském mléce, pficemz 97 — 98 % z téchto lipida
tvoii triacylglyceroly (Fox et al., 2000; Fox & McSweeney, 1998; McSweeney,
2004).

Enzymy (lipdzy) se mohou v syrech vyskytovat z nékolika zdroji (lipazy
mléka, lipazy syfidlovych past — zejména u syfidlovych past pouzivanych
pro vyrobu nékterych druht italskych syrt, lipazy zakysovych a nezékysovych
bakterii, ptidavek exogennich lipaz, ¢i lipazy sekundarnich kultur). (Fox et al.,
2000; Fox & McSweeney, 1998; McSweeney, 2004).

2.3 Mikroorganizmy  produkujici  biogenni  aminy
ve vybranych skupinach prirodnich syru

Pro polotvrdé az tvrdé syry (Gouda, Edam, aj.) jsou bakterie rodu Lactococcus
velmi Casto vyuzivany jako soucast zakysovych kultur. Burdychova a Komprda
(2007, s. 150) se ve své publikaci zabyvali sledovanim dekarboxylazové aktivity
u syra holandského typu vyrobenych za poziti dvou rozdilnych zakysovych
kultur. U vzorki syrit vyrobenych ze zakysové kultury bylo izolovano 14 kment
s tyramin-dekarboxylaza enzymem. Byla zjisténa 5X vyssi koncentrace tyraminu
ve srovnani se vzorky syri vyrobenych za pouziti druhé zakysové kultury
(sloZzena z mikroorganizmti Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus
lactis subsp. lactis) (Burdychova a Komprda, 2007, s. 151).

12



Produkci BA 3 kmenu Lactococcus lactis subsp. lactis v polotvrdych italskych
syrech se zabyval i Genovese et al. (2013, 1074-1076). Schopnost produkce
histaminu u dvou kmenti Lactococcus lactis subsp. cremoris. U jednoho kmene
byla také zpozorovana znac¢na pozitivni tyramin-dekarboxylazova aktivita. Dle
Ladero etal. (2012, s. 310) byly oznaceny kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis
(celkem 5 kmenti) a kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris (celkem 4 kmeny)
za kmeny s pozitivni putrescin-dekarboxylazovou aktivitou.

Burdychova & Komprda (2007, s. 151) uvedli, Ze produkce histaminu v syrech
byla disledkem pusobeni bakterii rodu Lactobacillus (Lactobacillus curvatus
a Lactobacillus lactis). U bakterii rodu Lactobacillus (2 kmeny Lactobacillus
brevis a 2 kmeny Lactobacillus curvatus) byla popsana schopnost produkce
putrescinu (Ladero et al., 2012, s. 310). Obdobné vysledky byly publikovany
Bunikovou et al. (2010, s. 883). Jako producenty tyraminu byly popsany 3 kmeny
Lactobacillus curvatus, 2 kmeny Lactobacillus casei a 1 kmen Lactobacillus
plantarum. Mezi vyznamné producenty putrescinu byly identifikovany 3 kmeny
Lactobacillus curvatus.

Dekarboxylazovou aktivitou 2 kment Lactobacillus parabuchneri v syrech
Svycarského typu se zabyval Frohlich-Wyder et al. (2013, s. 122-126).
Koncentrace histaminu po 90 dnech zrani vzorkti dosahovala hodnoty
az 300 mg-kg? (Gardini et al., 2012, s. 73-75). U syrii inokulovanych kmenem
Streptococcus thermophilus byla zpozorovana zna¢na produkce histaminu, kde
se jeho koncentrace blizily k hranici 200 mg kg™ (Gardini et al., 2012, s. 73-75).
Tyramin-dekarboxylazova aktivita byla rovnéz potvrzena 1 u bakterii
Lactobacillus brevis ¢i Lactobacillus curvatus.

BA mohou byt produkovany i bakteriemi, které mohou byt izolovany z jinych
potravin, napf. masa, zeleniny, napoju, aj. Lazaro et al. (2015, s. 15-20) se zabyval
souvislosti vzniku biogennich amin a celkového poctu mezofilnich bakterii
a bakterii rodu Enterobacteriaceae v pribéhu skladovani rdznych druht
dribeziho masa. Bakterie mlééného kvaseni se mohou vyskytovat
I ve fermentované  zelenin€. Studii vzniku tyraminu pomoci BMK
ve fermentované zelenin¢€ kimchi provedli Kim a Kim (2014, s. 406). 14 kmeni
z izolovanych 230 dekarboxyluje tyrosin v podminkach in vitro (Kim a Kim,
2014, s. 407-413).
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3. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizerta¢ni prace bylo sledovani dekarboxylazové aktivity vybranych
kmenti mikroorganizmti v redlném systému modelovych vzorka syrt. Pomoci
HPLC byl sledovan vznik a konecné koncentrace osmi biogennich aminti
(tryptaminu, fenylethylamin, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu,
spermidinu a sperminu) v prubéhu zrani ptirodnich syri. Pro dosazeni zakladniho
cile dizerta¢ni prace bylo vhodné naplnit nasledujici diléi cile:

provedeni monitoringu obsahu biogennich aminii u tvarohll V riiznych
fazich vyrobniho procesu;

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

na zékladn¢ piedchozich dilCich cili selektovat produkéni kmeny
mikroorganizmd, a to jak zakysovych, tak nezakysovych bakterii mlé¢ného
kvasent;

vyroba modelovych vzorkil ptirodnich syrii s ptidavkem zakysovych
bakterii s dekarboxyldza pozitivni aktivitou a sledovani vyvoje koncentrace
biogennich aminl v pribéhu zrani syri;

vyroba laboratornich vzorki syri holandského typu s ptidavkem
nezakysovych bakterii s dekarboxyldza pozitivni aktivitou a sledovani
vyvoje koncentrace biogennich amini v pribéhu zrani syra;

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

vyhodnoceni vysledkii a formulovani zavéra.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Dizertacni prace byla rozdélena na 3 experimenty, které byly navrzeny pro
naplnéni dil¢ich cili. Rozd€leni a cile téchto experimentii znazornuje Obr. 1.

1. experiment

-fazové vzorky tvarohi — BA

-posouzeni  dekarboxvlazové  aktivity
vyizolovanych MO a 2 sbirkovych
kmenu Lactococccus lactis subsp. cremoris

|
Y Y

2. experiment 3. experiment

-sledovani  dekarboxylazove  aktivity || - sledovani  dekarboxvlazove  aktivity
2  zakysovych  bakteri v redném || 4 nezakysovych  bakterii v redlném
systemu syra systemu syra

- Lactococcus  lactis  subsp.  ecremoris || - Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
CCDM 824 DEPE T3,

- Lactococcus  lactis  subsp.  cremoris || - Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
CCDM 946 DEPE T36

- Lactobacillus paracasei DEPE T52
- Lactobacillus paracasei DEPE T51

Obr. 1: Rozdéleni dizertacni prace, popis jednotlivych experimentii a jejich cili.
4.1 Prvni experiment

Cilem prvniho experimentu bylo sledovat vyvoj obsahu biogennich amint
u tvarohtt (Tabulka 1). Vzorky tvarohti byly odebirany v riznych fazich
technologie vyroby a skladovani. Byla posuzovana dekarboxylazova aktivita
U mikroorganizmi, které byly ztéchto vzorkli izolovany. Samotnd izolace
a identifikace mikroorganizmli vSak nebyla pfedmétem této prace. Izolované
mikroorganizmy byly dodany spolupracujicim pracovistém. Kromé izolati byly
pro testovani dekarboxylazové aktivity pouzity i 2 sbirkové izolaty, které se bézné
vyskytuji v pfirodnich syrech.

Dekarboxylazova aktivita byla posuzovana na zaklad¢ kultivace vzorku
v modifikovanych bujonech, které ptedstavovaly optimalni podminky pro rist
mikroorganizmti, a podpoftily tak jejich schopnost produkovat biogenni aminy.

4.2 Druhy experiment

Modelové vzorky syrt byly inokulovany vybranymi kmeny Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824 (syry s oznacenim Bgyg) a CCDM 946 (syry
s oznaCenim Bgss). U téchto modelovych vzorkl syrii byla sledovdna schopnost
produkovat biogenni aminy po dobu zrani 90 dnt1 pti teploté 10 = 1 °C. Namétené
vysledky byly sledovany s modelovymi vzorky syrli, které byly vyrobeny
za pouziti komercni zakysové kultury, vzorky oznaceny A.
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Tabulka 1 Kédovani vzorki odebrané v prubéhu vyroby a skladovani tvaroht

skladovani

oznaceni | charakteristika vzorku

vzorku

1 syrové mléko

2 pasterované odstfedéné mléko — odbér za pasterem

3 pasterované mléko — ve standardiza¢nim tanku

4A mléko pted prokysanim — vyroba €. 1

4B mléko pted prokysdnim — vyroba €. 2

5A tvarohovina pied krajenim — vyroba €. 1

5B tvarohovina pfed krajenim — vyroba €. 2

6A tvarohové zrno — vyroba €. 1

6B tvarohové zrno — vyroba €. 2

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

7B tvaroh jemny ve spotiebitelském obalu — vyroba ¢. 2 po 1 dnu
skladovani

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

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

4.3 Treti experiment

Cilem tretiho experimentu bylo sledovani produkce biogennich aminl
nezakysovych bakterii v redlném systému vzorku syri holandského typu, ktere
byly vybrany na zaklad¢ sledovani dekarboxylazové aktivity v prvnim
experimentu. Pro naplnéni cile tfetiho experimentu byly vyrobeny pfirodni syry,
které byly jednotlivé inokulovany kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
DEPE T3 (syry s oznac¢enim T3), Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE

T36 (syry so0znacenim Tsg),

Lactobacillus paracasei DEPE T52 (syry

s oznacenim Ts;) a Lactobacillus paracasei DEPE T51 (syry s ozna¢enim Ts;)
(Obr. 16). Kontrolni vzorky syrti vyrobené pro tento experiment byly oznacCeny
jako vzorky C.
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5. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

5.1 Laboratorni vyroba vzorku prirodnich syri

Modelové vzorky syra byly vyrobeny pfi laboratornich podminkach. Samotny
postup vyroby syra holandského typu se mezi experimenty 2 a 3 nijak vyznamné
nelisil. Rozdil byl pouze ve vybéru mikroorganizmd.

Pro kazdy mikroorganizmus byla vyrobena 1 fada vzork, ktera pfedstavovala
dv¢é paralelni vyroby (Sarze), a to kontrolni vyrobu A/C (syry bez piidavku
sledované¢ho kmene, tedy kontrolni vzorky syrii obsahujici pouze smetanovou
kulturu Laktoflora, Milcom a.s., Ceska republika, sloZena z kment Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris a Lactococcus lactis
subsp. lactis var. diacetylactis) a vyroba syrt inokulované sledovanym kmenem
(vyroby B/T) (Calzada et al., 2013, s. 4818; El-Zahar, EI-Zager a Ramadan, 2014,
s. 75; Fox etal., 2000, s. 243; 2004, s. 475; Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002,
s. 842; Schirone et al., 2013, s. 138).

Ptiprava zakyst na Obr. 2 je pro vyroby syri Sarze A a C a Obr. 3 pro vyroby
syra Sarze B a T. Technologii vyroby syri a odbéry znazornuji Obr. 4 a 5.

Bujony obsahujici vybrané mikroorganizmy, kterymi byly inokulovany dané
Sarze syru, byly pripraveny podle Bunkova et al. (2011, 113-115).

tepelné oSetfené
mléko (100 ml)

v

inokulace mléka
smetanovou kulturou
Laktoflora (0,3 @)

mikrobiologicka analyza w._ | inokulované mléko
(100 ml)

inkubace 20 hod. pfi
teploté 25 £ 1 °C
zakys (100 ml)

v

mléko pro vyrobu syri (20 1)

analyza obsahu BA &~

mikrobiologicka analyza .

analyza obsahu BA &~

Obr. 2: Postup pripravy provozniho zdkysu pro kontrolni vyrobu vzorkit A a C bez
pridavku sledovaného kmene.

Pti vyrobé jedné Sarze bylo pouzito 20 1 kravského mléka o tucnosti 2,5 %,
pricemz bylo vyrobeno 24 blokt syr o primérné hmotnosti 90 + 3 g (Obr. 5).
Vyroba syri probihala ve vyrobnim tanku MSKD-1 (Driml, Brno, Ceska
republika).
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tepelné oSetfené mikrobiologickd analyza ¢

mléko (50 ml) - bujon
+ analyza obsahu BA &

- - tepelné oSetfené
inokulace mléka ?ﬁéﬁi?;g I:l;
smetanovou kulturou
Laktoflora (0.15g) *
inokulace mléka
bujonem (5 ml)
inokulované mléko _w mikrobiologicka analyza y . +
smetanovou kulturon 1= ., .| inokulované mléko
(50 ml) #analyza obsahu BA 4 bujénem (55 ml)
inkubace 20 hod. pfi inkubace 20 hod. pfi
teploté 25 =1 °C teplotd 25 =1 °C
zakys se smetanovou | ¥ mikrobiologickd anayza .. | zdkys s bujonem
kulturou(50 ml) Tbanalyza obsahu BA 47 (50 ml)
//

\{ mléko pro vyrobu syri (20 1) V
Obr. 3: Postup pripravy provoznich zadkysii pro vyrobu syrii oznaceni B a T — zdkys
S beznou komercni kulturou a zdkys obsahujici sledovany kmen.

_ provozni zakys (2 x 50 ml) |

‘mléko pro vyrobu syru (20 1; zahtato na 32 £ 1 °C) ‘

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

o inokulované mléko syfidlo Fromase 750TL
36% Cacl, (10 ml) }—> (3221 °0) - e
y syfeni (40 min. pfi 32 £1°C)
syfenina
(32+1°C)

y krajeni syfeniny

vytuzeni syfeniny
(10 min. pfi 32 £ 1 °C)

ruéni michani syfeniny
2 in.pfi32 £1°
syrovatka (5 1) J 20 min. pfi3 c)

dohfivani syratfskych zrn
e +10
dohfivaci voda (zvyseni teploty na 41 £+ 1 °C)

(80 £1°C)

dosouseni syratfskych zrn
(60 min. pii 41 +1 °C)

sliti do velkych syratfskych forem

‘ piredlisovani syfeniny (30 min.) ‘

rozkrajeni na 24 dil a plnéni
f do malych syrafskych forem

~ lisovani (90 min.; tlak 8,5 — 25 kPa) |

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

oschnuti (2 hodiny)

oSetfeni povrchu 0,5%
roztokem natamycinu

| balenido cryovacu

| zrani (90 dnti pii 10 £1°C)

Obr. 4: Technologie vyroby modelovych vzorkii syrii.
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vyroba modelovych
vzorku syrt

24 bochniki modelovych
vzorkl syrt

prokysani (16 hod. pii
teploté 21 £ 1 °C)

soleni (20% NaCl lazet,
30 minut pfi
teploté 21 £ 1 °C)
I 2
30. den zrani modelovych 3 mikrobiologické
vzorki syrii § analyza

i analyza obsahu BA
60. den zrani modelovych aAMK
vzorkd syril :

zékladni chemicka |
analyza !

90. den zrani modelovych
vzorkl syri

i texturn{ profilova
| analyza

Obr. 5: Zpusob soleni a zrani modelovych vzorku syrii holandského typu pro
2. a 3. experiment.

5.2 Posouzeni dekarboxylazové aktivity

Dekarboxylazova aktivita jednotlivych mikroorganizmi byla posuzovana
na zaklad¢ kultivace jednotlivych mikroorganizmi v bujonech, které byly
obohaceny o prekurzory jednotlivych sledovanych biogennich amini
o koncentraci 2 g1 kazdého z nich. Smés po kultivaci byla podrobena stanoveni
obsahu biogennich amin viz nize. Jako pozitivni kontrola byly vybrany
mikroorganizmy Enterococcus faecalis CCM 2665 a Escherichia coli CCM 3954,
Jako negativni kontrola byly zvoleny mikroorganizmy Staphylococcus aureus
subsp. aureus CCM 3953 a Pseudomonas fragi MD 48 (Bunkova et al., 2009,
s. 535; Pleva et al. 2012, s. 439).

5.3 Zakladni parametry prirodnich syru

Analyza zakladnich parametrti byla zaméfena na stanoveni obsahu suSiny,
méteni hodnot pH a stanoveni obsahu NaCl. Susina byla stanovovana suSenim pii
teploté¢ 102 + 2 °C dle normy EN ISO 5534:2004. Hodnoty pH byly méfeny
pomoci vpichového pH metru (Spear — Eutech, Nizozemsko). Obsah NaCl byl
stanovovan podle Mohra (Indra a Mizera, 1992, s.189). Poté byly vzorky
lyofilizovany pomoci ALPHA 1 — 4 LCS (Christ, Némecko).

5.4 Texturni profilova analyza

Texturni profilova analyza byla méfena pomoci analyzatoru TA.XT Plus
(Stable Micro Systems, VB). Vzorek byl stlaten o 20 % ptvodni vysky konstantni
rychlosti I mm-s* desky o priimé&ru 50 mm. Sledovanym parametrem byla tvrdost
(N) (n=6) (Bunka, Pachlova a Nenutilova, 2013a).
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5.5 Mikrobiologicka analyza

Mikrobiologickd analyza byla zaméfena na stanoveni pocti 5 skupin
mikroorganizmi. Prehled vybranych skupin MO, kultivaénich médii a podminek
kultivace pro jednotlivé skupiny mikroorganizmii je uveden Vv Tabulce 2
(Bunikova et al., 2009, s. 535; 2010, s. 881; Pleva et al. 2012, s. 439).

Tabulka 2 Prehled doby kultivace médii pro jednotlivé skupiny mikroorganizmu
(Bunkova et al., 2009, s. 535; 2010, s. 881; Pleva et al. 2012, s. 439)

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

5.6 Stanoveni obsahu volnych aminokyselin

Chromatografickd analyza byla zaméfena na stanoveni obsahu 30 volnych
aminokyselin a jejich derivatt. Postup extrakce volnych aminokyselin byl zvolen
podle Pachlova et al. (2011, s. 102). Pfipravené extrakty byly analyzovany podle
Bunkova etal. (2009, s. 534) pomoci iontové-vyménné kapalinové
chromatografie pouzitim Automatického analyzatoru aminokyselin AAA 400
(Ingos, Ceska republika).

5.7 Stanoveni obsahu biogennich amint

Z lyofilizati byla nejprve provedena extrakce (Bunkova et al., 2009, s. 534;
Pachlova et al. 2011, s. 102) pfitomnych biogennich amint a tyto extrakty byly
nasledné derivatizovany dle Dadakové, Kiizka a Pelikanové (2009, s. 366). BA
byly stanoveny pomoci HPLC (Agilent Technologies, USA) analyzy, ktera byla
zam&fena na detekci koncentraci tryptaminu, fenylethylaminu, putrescinu,
kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu a sperminu. Separace biogennich
aminu byla provedena podle Sméla et al. (2004, s. 433-434).

5.8 Statistické zpracovani dat

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Kruskal-Wallis a Wilcoxonuv test
(Agresti, 1984, s. 212; Obtulovi¢, 2002, s. 47). Pro ziskana data byl pouzit
statisticky software Unistat 6.5 (na hladiné vyznamnosti a=0,05) (Unistat Ltd.,
Velka Britanie).
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6. VYSLEDKY

6.1 Vysledky 1. experimentu

Byl sledovan vyvoj obsahu BA u tvarohii. Izolované kmeny z fazovych odbéri
byly identifikovany (pomoci hmotnostni spektrofotometrické detekce MALDI-
TOF), soucasn¢ byla sledovana i dekarboxylazova aktivita celkem 79
izolovanych mikroorganizmti  (izolace byla provedena spolupracujicim
pracovistém).

U analyzovanych vzorkll byly detekovany nizké nebo nulové koncentrace
sledovanych biogennich aminii (Tabulka 3). Nakonci doby zrdni tvarohu
ve spotiebitelskych obalech se hodnoty pohybovaly vrozmezi 0,36 — 0,39
mg-kg?. Lze konstatovat, Ze nebyly zaznamenany zadné vyznamné statistické
rozdily mezi vzorky vyroby ¢. 1 ac. 2. Po celou dobu vyrobniho procesu
koncentrace spermidinu mély mirny rostouci trend.

Pasterované mléko obsahovalo tyramin v mnozstvi 0,15 + 0,01 mgkg™.
Putrescin byl v pasterovaném mléce detekovan v ponékud vyssi koncentraci,
ato 0,42 = 0,01 mg'kg™. Po celou dobu experimentu dochizelo k pozvolnému
nartistu koncentraci obou biogennich aminti. Tyramin byl detekovan na konci
skladovani u tvarohti ve vice nez Ctyfnasobn¢ vyssi koncentraci (7,60 — 8,25
mg-kg™?) nez koncentrace putrescinu (1,92 — 2,11 mg-kg™?).

Niz8i hodnoty biogennich aminii bylo mozné ocekavat, nebot’ mohou byt
disledkem tady faktorti, které mohly snizit dekarboxylacni aktivitu pfitomnych
mikroorganizmi (Bunkova et al., 2010, s. 881; Dadakova, Kfizek a Pelikanova,
2009, s. 366; Mayer, Fiechter a Fischer, 2010, s. 7955; Samkova, Dadakova
a Pelikanova, 20013, s. 310). Mezi takové faktory majici vliv mize byt nizsi
teplota skladovani vzorkli (4 — 8 °C). Soucasné nizké pH typické pro tvarohy
mohlo do jisté miry ovlivnit produkci biogennich amint (Komprda, 2004, s. 54;
Santos, 1996, s. 214). DalSim faktorem byla 1 v porovnani S jinymi druhy syra
kratka doba skladovani tvarohu (25 dnid) (Bunkova et al., 2009, s. 534; 2011,
s. 113; Fiechter, Sivec a Mayer, 2013, s. 191; Loizzo et al., 2013, s. 39; Pachlova
et al., 2016, s. 2; Roginski, Fuquay a McSweeney, 2002, s. 841).
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Tabulka 3 Hodnoty jednotlivych biogennich aminti ve fazovych vzorcich v prubéhu vyroby a skladovani vzorkut tvarohtd

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

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

* kddovani vzorkt je uvedeno v Tabulce 2

ND —nedetekovan béhem stanoveni koncentraci biogennich amini
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Obecné I1ze konstatovat, ze produkce biogenniho aminu histaminu a spermidinu
u sledovanych izolati byla zaznamenana velmi zfidka. Histamin byl pouze
ulze vsech sledovanych kmend ve vyznamném mnozstvi (> 100 mgl17?)
(identifikovan jako Leuconostoc mesenteroides).

Piiblizné 30 % kment produkovalo tryptamin vyraznéji (10 — 50 mg-1?).
Zbylych 37 kment bylo vyhodnoceno jako tryptamin-negativni kmeny.
Pti posuzovani dekarboxylazové aktivity pro syntézu sperminu bylo zjiSténo,
ze vSechny sledované kmeny vykazovaly pozitivni dekarboxyldzovou aktivitu pro
vznik sperminu. K nejvétsi produkei dochazelo u 11 % kment (50 - 100 mg-172).

U 41 % (v ptipad¢ putrescinu) a 58 % kmen (u koncentraci kadaverinu) nebyla
zaznamendna 7adna produkce putrescinu a kadaverinu. U 1 izolatu byla
detekovana pomérné velkd produkce kadaverinu, pficemz byla piekrocena
né&kolikanasobné hranice 100 mg-1? (kmen 3.7 izolovan z pasterovaného mléka
ve standardizaénim tanku). Tento kmen byl identifikovan jako Bacillus
licheniformis.

Pti posuzovani schopnosti dekarboxylace za vzniku putrescinu bylo zjiSténo,
31 % 1zolath bylo schopno syntetizovat putrescin v mnoZstvi pouze
do 10,0 mg-1". U 21 % izolath (17 kmenti) byla pomé&mé vyssi putrescin-pozitivni
dekarboxylazova aktivita (koncentrace putrescinu vy$$i nez 100 mg-1%).

Fenyletylamin byl detekovan v 53 % dekarboxyla¢nich médiich inokulovanych
sledovanymi kmeny. 13 kmeni produkovalo fenyletylamin v mnoZstvim vyssi
nez 100 mg-1%,

Koncentrace tyraminu byly v porovnani s hodnotami sperminu vyznamné
vys§i. 60 % kmenh vykazovala znacnou tyramin-pozitivni dekarboxyldzovou
aktivitu, protoze detekované koncentrace tohoto biogenniho aminu pfevySovaly
hranici 200,0 mg-1. U n&kterych izolati byla dokonce detekovana koncentrace
tyraminu vy$§i nez 1000,0 mg-1™.

U vSech kment, u nichz byla detekovana schopnost produkce biogenniho
aminu kadaverinu, putrescinu, histaminu a tyraminu byly pomoci metody PCR
amplifikovany produkty odpovidajicich velikosti, které ukazuji na pfitomnost
gend, ktery je kodovan ptislusny dekarboxylaéni enzym. V ndmi vybranych
biogennich aminech jde o lyzin-dekarboxyldzu, ornitin-dekarboxylaza, histidin-
dekarboxylaza, tyrozin-dekarboxylazu (Buikova et al., 2011, 117; Burdychova
a Komprda, 2007, s. 151; Ladero et al., 2012, s. 310).
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6.2 VysledKky 2. experimentu

V ramci 2. experimentu byly porovnavany dekarboxylac¢ni aktivity dvou
zakysovych dekarboxylaza pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp.
cremoris. Kmeny byly obdrzeny ze Sbirky mlékatfskych mikroorganizmui
Laktoflora — CCDM 824 (oznaceni dale Bgy4) @ CCDM 946 (oznaceni dale Bggs).

Béhem 90 dnti zrani vSech vzorki syri nebyly zpozorovany mezi v§emi vzorky
7zadné vyznamné rozdily v obsahu suSiny. Vyvoj pH je zndzornén na Obr. 6.
30. den zrani syrG byl u vSech vzorkli zpozorovan mirny pokles hodnot pH,
a s dalsi dobou zrani hodnoty pH rostly u vsech analyzovanych. Koncentrace
NaCl byla stanovena 1. den 0,21 — 0,24 % (w/w) u vSech analyzovanych vzorkt
A, Bszs a Bgss. Koncentrace NaCl byla nizka z divodu, ze vzorky byly odebrany
po procesu prokysani, ale pfed samotnym nasolenim syrli v solné 1azni. Syry byly
soleny az po odbéru vzorku slouzicich pro analyzy. Od 30. dne byl obsah NaCl
konstantni bez vyznamnych statistickych rozdili mezi jednotlivymi vzorky.

5,7
5,5
5,3
51
4,9
4,7
4,5

OA

pH

EB824
B B946

1. den 30. den 60. den 90. den

doba zrani vzord syrd [dny]

Obr. 6: Vysledky pH vzorkii syru 2. experimentu (A bez pridavku sledovaného kmene,
Be2s @ Boss S pridavkem dekarboxylaza pozitivnich bakterii rodu Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946.

Na zékladé¢ wvysledkti analyzy =zékladnich parametri lze konstatovat,
ze pridavek sledovaného kmene Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
a CCDM 946 v pritb¢hu technologie vyroby syrt nemél zadny vyznamny vliv
na vybrané parametry (obsah susiny, pH a obsah NaCl).

Vyvoj tvrdosti vSech sledovanych vzorki syri po celou dobu zréani
a skladovani znazornuje Obr. 7. U kontrolnich vzorki A byla ve vsech
odbérovych dnech zpozorovéana vyssi tvrdost v porovnani s ostatnimi vzorky.
Po celou dobu skladovani byl u vSech vzorkl zpozorovan klesajici trend tvrdosti
aZ do konce doby zrani. Kone¢né hodnoty tvrdosti byly 32,4 + 0,6 N pro kontrolni
vzorky syrd A, 26,8 = 0,5 N pro vzorky Bgys a 28,0 = 0,8 N u vzorku Bagsg
(inokulované kmenem Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946).

Tento jev je dan tim, Ze béhem zrani syri dochézi k fadé¢ proteolytickych reakci
bilkovin pomoci plisobeni pfitomné mikroflory.
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Obr. 7: Vyvoj tvrdosti vzorki syru 2. experimentu v pribehu 90denniho zrani (A bez
pridavku sledovaného kmene, Bgsa @ Boass S pridavkem dekarboxyldza
pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

a CCDM 946.

Mikrobiologické analyze byly kromé& vzorky laboratorné vyrdbénych syrt
podrobeny i vzorky zakysd. Bylo zjisténo, ze Vv piipadé zakysu inokulovanych
komeréni mezofilni kulturou Laktoflora, Milcom, a.s. Ceska republika, byly
detekovany niz8$i pocty mléénych kokd (8,0 + 0,8 log KTJ-mlt) ve srovnéani
se zakysy inokulovanymi sledovanymi dekarboxyldza pozitivnimi kmeny
(pro Bgzq 8,2 = 0,4 log KTJ-ml™ta pro Bess 8,4 + 0,7 log KTJ-ml™?).

Celkovy pocet mikroorganizmi u kontrolnich vzorkii A byl 1. den ode dne
vyroby niz§i (8,0 £ 0,9 log KTJ-mlIt) nez u vzorkli Bgys (8,4 = 0,7 log KTJ-ml?)
a Boss (8,2 £ 0,4 log KTJI'ml). Od 60. dne zrani kontrolnich vzorkii A byl
zaznamenan klesajici trend aZ do konce experimentu (90. dne), kde konecné
hodnoty celkovych poétli mikroorganizmi byly 7,3 £ 0,5 log KTJ-ml™.

Obdobny klesajici trend byl zaznamenan 1 u poctli mléénych kokl u vSech
sledovanych vzorksi. Kone¢né hodnoty se pohybovaly 5,7 — 7,0 log KTJ-ml™,
Soucasné bylo zpozorovano, ze nejnizsi pocty mléénych koku se vyskytovaly
U kontrolnich vzorkt syra A.

V pribéhu zrani syri dochazelo k pozvolnému nariistu poctt laktobacilt
uvSech vzorkli az do 90. dne. Pon¢kud mirn€ niz§i pocty laktobacili byly
detekovany u kontrolnich vzork syri A v porovnani se vzorky inokulované
sledovanym mikroorganizmem (vzorky Bgys a Boss).

Pocty enterobakterii klesaly u vSech vzorki modelovych syrti po celou dobu
experimentu. PoCty enterobakterii béhem 90 dnti zrani klesly témét na polovinu
pavodniho poctu (2,3 — 2,7 log KTJ-ml?). U skupiny enterokokti byly hodnoty
po celou dobu zrani syri témét konstantni a rovnéZ jako u piedchozi skupiny
nebyly zpozorovany zadné vyznamné rozdily mezi vzorky A, Bgos a Boss.

Vyvoj celkového obsahu vSech sledovanych volnych aminokyselin v pritbéhu
zrani modelovych vzorki syrd je znazornén na Obr. 8.

25



20,0

0'0 [ —o

FI"IJJJ
< %
R oo
E £ 15,0
EE
> £ 100 BA
> o
4 B B824
8 5o
€ c B B946
£
@

doba zrani vzord syrd [dny]

Obr. 8: Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin v priibéhu 90denniho zrdni
(A bez pridavku sledovaného kmene, Bg2a @ Boss S pridavkem dekarboxylaza

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

U vSech analyzovanych vzorki byl zaznamenan téméf linedrni narst
koncentrace volnych aminokyselin az do konce doby zrani (90. den). V prubéhu
30 dnt ode dne vyroby doSlo k vyznamnému navySeni obsahu volnych
aminokyselin, pfi¢emz vyss§i obsahy byly zaznamenany u kontrolnich vzorkt syri
A (8,65 = 0,04 mg-kg™) ve srovnani se vzorky Bgys a Boss (6,25 a 5,68 mg-kg™?).

Ze vSech 30 sledovanych volnych aminokyselin doséhl leucin nejvysSich
koncentraci u analyzovanych vzorkll. V pritbéhu experimentu byl zaznamenan
rostouci trend koncentrace leucinu a jeho nejvyssi koncentrace byly detekovany
ve vzorku Bosg (3,21 £ 0,13 mg-kg™?).

Sledovanim obsahu argininu bylo zjiSténo, Ze k jeho nartistu doSlo zejména
Vv prvnich 30 dnech zrani syrti. Na konci doby zrani syrt (90. den) byly obdrZzeny
rozdilné vysledky obsahu argininu, pfi¢emz nejvysSich hodnot bylo dosahnuto
ve vzorku A (0,51 £0,01 mg-kg™) a naopak nejnizs§i koncentrace byly detekovéany
u vzorky B824. Kolisavé koncentrace byly detekovany pfi stanoveni obsahu
ornitinu. 1. den bylo jeho mnozZstvi ve vSech vzorcich zanedbatelné. 90. den zrani
syri u vzorkli Bass a A byl zaznamenan narist (0,18 += 0,01 a 0,69 += 0,01
mg-kg™?). Stejné jako u pfedchozich vybranych volnych aminokyselin u vzorku A
rostla koncentrace tyrozinu v priubéhu skladovani vzorkd a kone¢né hodnoty se
blizily k hodnoté¢ 0,40 mgkg?. ~ Oproti tomu obsah tyrozinu v obou
inokulovanych vzorcich (Bgz4 @ Boss) byl v zanedbatelném mnozZstvi.

U bujonu obsahujici kmen Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 byla
koncentrace biogennich aminii 1517,8 mg-I, u kmene Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 946 byly 1138,2 mg-I. Bylo zpozorovano, Ze u obou bujont byl
V nejvyssi mife obsazen tyramin. Provozni zakys inokulovan pouze komer¢ni
kulturou obsahoval biogenni aminy v zanedbatelném mnozstvi. Oproti tomu
zakysy pripravené smichanim sterilovaného mléka a pridavkem kment
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946 obsahovaly zna¢né
vy$$i koncentrace biogennich amint (165,5 0,3 mg-1" a 150,5 + 0,6 mg-1?).
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Nejvice zastoupenym biogennimi aminy u vzorkd Bsy a Bess byl putrescin
a tyramin (Obr. 9 a 10).
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Obr. 9: Vyvoj koncentrace biogenniho aminu putrescinu v prubéhu 90denniho zrani (A
bez pridavku sledovaného kmene, Bgxa @ Boss S pridavkem dekarboxylaza
pozitivnich bakterii rodu Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
a CCDM 946).

Obsah tyraminu a putrescinu u A vzorkl byl po celou dobu zrani syri
nevyznamny (< 10 mg-kg?). V piipadé koncentraci putrescinu byl jejich vyvoj
mezi vzorky Bgys a Boss zcela odlisny, nicméné po celou dobu zrani syru byl
zaznamenan rostouci trend.

Pti1 porovnani koncentraci tyraminu ve vzorcich Bgys & Boss bylo zjisSténo, ze jiz
b&hem 30 dnili byla u obou vzorki pekrodena hranice 100,0 mg-kg?, u vzorku
Bs24 koncentrace tyraminu dosahovaly dokonce hodnoty 266,3 + 0,5 mg-kg™.
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Obr. 10: Vyvoj koncentrace biogenniho aminu tyraminu v priubehu 90denniho zrani (A
bez pridavku sledovaného kmene, Bsza @ Boss S pridavkem dekarboxyldza

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

Nami detekovana koncentrace jak tyraminu, tak i putrescinu ve vzorcich Bgys
a Bgag mohou byt z toxikologického hlediska rizikové. Hodnoty obsahu tyraminu
v od 30. dne atakovaly hranici 125,0 mg-kg™, v nékterych piipadech ji dokonce
nekolikanasobné piekrocily.

27



6.3 Vysledky 3. experimentu

Béhem 3. experimentu byla pozorovana schopnost produkovat BA u vybranych
mikroorganizmi kmene Lactobacillus curvatus subsp. curvatus (DEPE T3 —
oznaCeno dale jako T3 a DEPE T36 — oznaceno dale jako Tszs) a kmene
Lactobacillus paracasei (DEPE T51 — oznaceno Ts; a DEPE T52 — oznaceno Tsy).

Z vysledki vyplyva, Ze po celou dobu zrani syrG byly hodnoty suSiny
51,0 £ 0,5 % (w/w) bez rozdilu mezi jednotlivymi vzorky inokulovanymi
sledovanymi kmeny a kontrolnim vzorkem (Obr. 11).

51,5

51,3
ac

L1 T3

50,9 BT36

obsah susiny [%]

50,7 o751

e

]
77
[
Froimmi]
[
Froimmi]
[
Froimmi]
[
froimmi]
[
Froimmi]
[
Froimmi]
F=-d
froimmi]
[
Froimmi]
[
Froimmi]
[
froimmi]
[
Froimmi]
[
[

50,5 HT52

30. den 60. den

doba zrani vzord syrd [dny]

Obr. 11: Vysledky obsahu susiny 3. experimentu kontrolnich vzorkii C a vzorkii
S pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52.

U hodnot pH byl zaznamenan nariist hodnot zejména v obdobi prvnich 30 dnti

zrani a do konce doby zrani hodnoty ztistaly neménné (Obr. 12).
1. den byl obsah NaCl 0,21 + 0,03 % (w/w). Od 30. dne se hodnoty NaCl syri
pohybovaly v rozmezi 1,9 — 2,1 % (w/w). Nizky obsah NaCl na poc¢atkli zrani
je z divodu toho, Ze analyza byla provedena pied samotnym solenim modelovych
vzorkill syri ponofenim v solné 1azni.

Z namétenych vysledkll 1ze usoudit, Ze piidavek kmenli do jednotlivych
modelovych vzorki syrti nemél zadny vyznamny vliv na obsah susiny, pH a obsah
NaCl.

Bylo zjisténo, ze pocty laktobacili byly vyS$i ve vSech zakysech
inokulovanych sledovanymi nezdkazovymi bakteriemi neZ u zédkysu C vzork.
Naopak v ptipadé poctu kokti byly detekovany vys$si koncentrace u zakysu
piipraveného pro kontrolni vyrobu C (8,3 = 0,3 log KTJ-ml?) v porovnani
s modelovymi vzorky syrii inokulované sledovanymi kmeny (7,2 = 0,2 log
KTJ-ml?).

Béhem 30 dnl zrdni modelovych vzorkli syrti nebyly zaznamenany Zadné
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky u celkovych pocti mikroorganizmii.
Od 60 dne byl zpozorovan klesajici trend, pfiCemz konecné hodnoty byly 5,23 —
7,28 log KTJ-g* (nejvyssi celkové poéty mikroorganizmi u vzorki C).
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Obr. 12: Vysledky pH vzorki syrii 3. experimentu kontrolnich vzorki C a vzorkii
s pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52.

V piipade poctu mlécnych kokll byl zaznamenan obdobny trend jako u CPM.
Nejvyssi poCty byly detekovany u C vzorkti a do konce doby zrani syra jejich
pocty klesaly (5,80 £+ 0,26 log KTJ-g?l). V pfipadé vzorkli inokulovanych
nezakysovymi bakteriemi byly hodnoty srovnatelné. Od 60. dne dochazelo
K pozvolnému poklesu jejich po¢tli az na hodnoty 6,06 — 6,96 log KTJ-g™,

Pocty laktobacilli se zvySovaly v pribéhu zrani syri. RovnéZ bylo zjiSténo,
7e niz8i pocty laktobacili byly u kontrolnich vzorkd (5,80 + 0,26 log KTJ-g?).
90. den ode dne vyroby poéty laktobacilti byly 7,49 — 7,89 log KTJ-g™.

Enterokoky v prib¢hu zrani kolisaly a na konci doby zrani byly detekovany
obdobné hodnoty (4,57 — 5,72 log KTJ-g?) jako poéty detekované prvni den zrani
modelovych vzorkl syrii. V ptipadé enterobakterii poCty po celou dobu zrani
klesaly bez rozdilii mezi vemi analyzovanymi vzorky (2,26 — 3,48 log KTJ-g1).

Celkovy obsah aminokyselin a jeho zmén v pribéhu zrani jednotlivych
modelovych vzorkd syri je znazornén na Obr. 13. Prvni den zrani syrt byly
celkovy obsahy aminokyselin téméf identické (5,45 + 0,05 g-kg™?).
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Obr. 13: Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin 3. experimentu vzorkii C

a vzorkii s pridavkem nezakysovych bakterii rodu Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE
152
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Obr. 14: Vyvoj obsahu leucinu v 3. experimentu vzorku C a vzorkii s pridavkem
nezakysovych bakterii rodu Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a
DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52
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Obr. 15: Vyvoj obsahu tyrozinu V 3. experimentu kontrolnich vzorkii C a vzorku
S pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52

60. den zrani vzorki byl zaznamendn vyznamny nartst celkového obsahu volnych
aminokyselin zejména u vzorkl Tz, zatimco u ostatnich vzorkd doslo
k vyznamnému nartistu hodnot od 60. do 90. dne zrani modelovych vzorki syra.

Po celou dobu zrani byl u leucinu zaznamenan rostouci trend ve vSech vzorcich
(Obr. 14). Na pocatku zrani syrd byly hodnoty leucinu bez vyznamnych rozdila
mezi jednotlivymi vzorky. Nejvyssi koncentrace leucinu na konci doby zrani byly
detekovany u kontrolnich vzorkd syrti (1396,4 + 63,9 mg-kg™).

Obsah tyrozinu (Obr. 15) na konci doby zrani syri T51 a T52 se pohyboval
v rozmezi 165,2 — 224,3 mg-kg?. U vzorkti T3 a T36 byl 30. den zaznamenén
vyznamny pokles koncentrace tyrozinu.

Mléko pted prokysanim, které bylo inokulovano komeréni zékysovou kulturou
obsahovalo pouze 2,5 + mg-1?). Provozni zakysy inokulované sledovanymi
kmeny obsahovaly biogenni aminy ve vysi 99,68 + 3,9 mg-1* (T3), 86,2 = 3,3
Il’lg'l'1 (Tgs), 14,66 + 0,6 1’I1g'1'1 (T51) a 14,97 + 0,7 mg-l'l (T52).
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Obr. 16 znazoriuje vyvoj celkového obsahu biogennich aminti v prib&hu zrani
vSech modelovych vzorki syri. U kontrolnich vzorkd C nebyly po celou dobu
zrani syrt detekovany zadné obsahy biogennich aminti.

U vsech vzorki inokulovanych nezakysovymi kmeny byl zpozorovan rostouci
trend celkového obsahu BA. Rovnéz bylo zpozorovano, Ze nejvyssi
dekarboxylazova aktivita byla prokazana u vzorkd inokulovanych kmenem
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36.
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Obr. 16: Vyvoj celkového obsahu biogennich aminitV 3. experimentu kontrolnich vzorkii
C a vzorku s pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei
DEPE T51 a DEPE T52

U 4 sledovanych kment byly pocate¢ni koncentrace tyraminu nizké (3,5 — 4,5
mg-kg?). Do konce zrani doslo k nejvétsimu ristu obsahu tyraminu zejména

Vv ptipadé vzorka Tse, kde kone¢né koncentrace dosahly hodnoty 222,1 + 10,8

mg-kg™. Produkce tyraminu byla zaznamenéna i U druhého kmene Lactobacillus

curvatus subsp. curvatus (DEPE T3).
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Obr. 17: Vyvoj obsahu biogenniho aminu tyraminu V 3. experimentu kontrolnich vzorku
C a vzorku s pridavkem dekarboxyldza pozitivnich bakterii rodu Lactobacillus
curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 a Lactobacillus paracasei
DEPE T51 a DEPE T52

Lze konstatovat, ze tyramin-pozitivni dekarboxylazova aktivita ve srovnani
kmenti Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36 je vyssi

u Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36, zatimco dekarboxylazova

aktivita mezi kmeny Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52

je srovnatelna.
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7. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Z provedené literarni reSerSe, a pifedevSim ze ziskanych vysledkl, lze
vysledovat nésledujici pfinosy pro védni obor:

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

byl popsan vyvoj obsahu biogennich amini dekarboxylaza pozitivnimi
kmeny vybranych zakysovych a nezdkysovych bakterii mlééného kvaseni
Vv redlnych redlnych podminkach piirodnich syri;

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

bylo zjisténo, Ze rovnéZ vybrané nezdkysove bakterie mléEného kvaSeni
(Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3, Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T36, Lactobacillus paracasei DEPE T51
a Lactobacillus paracasei DEPE T52) vyznamnou mérou prispivaji
Kk vyskytu biogennich aminti v realnych systémech piirodnich syru;

Vv realném komplexnim systému piirodnich syri byl srovnan vyvoj obsahu
biogennich amind vysSe uvedenymi zékysovymi i nezékysovymi bakteriemi
mlécného kvaseni.

Z provedene literarni reSerSe, a predevsim ze ziskanych vysledki, 1ze vysledovat
nasledujici ptinosy pro praxi:

V tvarozich samotnych se sice nachazely malé koncentrace biogennich
amind, ale pritomna mikrofléora ma velky potencial produkovat biogenni
aminy. Toto je zasadni pro zdravotni nezavadnost produktfi, kam se tvaroh
vyuziva jako surovina, a evokuje to pottebu preventivné sledovat tyto
procesy Vv praxi;

bylo zjisténo, Ze v praxi vyuzivané zakysové kultury mohou vyznamné
produkovat biogenni aminy. Timto zjiSténim Ize opé&t podpofit potiebu
aktivniho sledovani dekarboxyldzové aktivity mikroorganizmi, které se do
potravin z technologickych divodu ptidavaji;

vyrobnim podnikim 1ze rovnéZ doporucit, aby sledovaly obsahy biogennich
aminl ve svych produktech;

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

Ptirodni syry patii mezi fermentované potraviny, které mohou zrat od nékolika
dnli po nékolik mésicii, v nékterych ptipadech i let. Syry predstavuji komplexni
systém, v némz diky zrdni dochdzi k fad¢ biochemickym reakcim. V pribéhu
téchto reakci dochazi k formovani findlni textury syra, které je pro danou skupinu
typicka. Pii slozitych biochemickych reakcich dochazi ke vzniku velkého
mnozstvi senzoricky aktivnich latek, které se nasledné podileji na finalni chuti
a vini syra. Tyto biochemické reakce jsou dusledkem ptitomnosti zdkysovych
a nezédkysovych mikroorganizmii v syrech. Zakysové bakterie jsou ty, které
se pridavaji v pribéhu technologie vyroby syrti, zatimco nezékysové bakterie
se do syri dostaly v priibéhu technologického procesu, ale vyznamnou mérou
se podili na biochemickych procesech v priabéhu zrani syra
a na charakteristickych  vlastnostech dan¢ho syra. U téchto bakterii
(at’ uz zdkysovych nebo nezakysovych) miize byt ve vy$si mife pozorovana
pozitivni dekarboxylazova aktivita a ve finalnich vyrobcich, syrech, miize byt
kumulovéan vysoky obsah biogennich aminil. Zna¢né koncentrace biogennich
aminii mohou byt nositelem rizika vzniku otrav a nezadoucich vlivli na lidsky
organizmus.

Na zaklad¢ vysledki experimentalni casti této dizertacni prace lze ucinit

nasledujici zavéry:

- tvarohy (v jednotlivych fazich vyroby i u finalnich produkti) vytvari
prostiedi pro vyskyt dekarboxylaza pozitivnich mikroorganizmii;

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

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

- u 19 kmeni z celkem 79 izolovanych (v rdmci jednotlivych fazi vyrobniho
procesu 1 u findlnich produkti) byla zjiSténa také znacna produkce
putrescinu a kadaverinu. K vyznamnym producentim vySe uvedenych
biogennich amint patii naptiklad kmeny Bacillus licheniformis,
Pseudomonas jessenii, Acinetobacter johnsonii, Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, Enterobacter cloacae, Lactobacillus paracasei
a Lactococcus lactis);

- nazaklad¢ predchozich studii bylo selektovano 6 kment (Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
946, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36,
Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52) zakysovych
I nezakysovych bakterii mlécného kvaseni, které jsou dekarboxylaza
pozitivni. S témito kmeny byly realizovany vyroby modelovych vzorkl
ptirodnich syrt holandského typu;
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- Vkontrolnich vzorcich (bez pifidavku dekarboxylaza pozitivnich
mikroorganizmi) byly detekovany v pribéhu 90denniho zrani pfi teploté
10 + 1 °C zanedbatelnd mnozstvi biogennich amin;

- vV modelovych vzorcich ptirodnich syra holandského typu dekarboxylovaly
zakysoveé bakterie mlééného kvaseni (konkrétn€ dekarboxyldza pozitivni
kmeny Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 a Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 946) volné aminokyseliny za vzniku vyznamnych
koncentraci biogennich aminti (zejména tyramin a putrescin), a to v pritbé¢hu
90denniho zréni pii teploté 10 + 1 °C;

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

- rovn¢Z  sledované  nezakysové  bakterie = mlééného  kvasSeni
(konkrétné dekarboxylaza pozitivni kmeny Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T3 a DEPE T36, Lactobacillus paracasei DEPE T51
a DEPE T52) produkovaly Vv realnych vzorcich ptirodnich syrti vyznamna
mnozstvi biogennich amini v pribéhu 90denniho zrani pfi teploté
10£1 °C;

- nezakysové bakterie mlééného kvaseni (vybrané dekarboxyldza pozitivni
kmeny Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 a DEPE T36,
Lactobacillus paracasei DEPE T51 a DEPE T52) dekarboxylovaly volné
aminokyseliny za vzniku vyznamné vysokych koncentraci biogennich
aminl v prub¢hu celého 90denniho zrani syrti (dekarboxylace piedevsim
tyraminu);

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

Z vyse uveden¢ho plyne jednoznaény vyznam sledovani obsahu biogennich
amini v prirodnich syrech 1 u bakterii, které se do syrii ptidavaji prostfednictvim
cistych mlékarskych kultur. ZjiSténi obsahli biogennich aminti u konkrétniho
vyrobce a identifikace pivodce pak mize piispét k redukci téchto latek
ve finalnich produktech a v koneéném disledku ke zvySeni bezpecnosti
ptirodnich syrt.
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9. SUMMARY

9.1 Current state of solved issues

Cheeses have their characteristic organoleptic properties (especially taste and
flavor), which are the result of biochemical reactions series, because they produce
significant sensory substances (Calzada et al., 2013, pp. 4817; El-Zahar, El-Zager
and Ramadan, 2014, pp. 73; Fox et al., 2000, pp. 12-15, 2004, pp. 103-140,
Roginski, Fuquay and McSweeney, 2002, p. 795). These biochemical reactions
ongoing since the first hours of cheeses production (most of these reactions takes
a place during the pressing and salting of cheeses), but the most of biochemical
changes occur only during maturation of cheeses. During the maturation of the
cheeses, inter alia, biogenic amines can be formed at significantly high
concentrations (Church, McCance & Widdowson, 2002, p. 110, Fox et al., 2000,
p. 15, McSweeney 2004, p. 128, Roginski, Fuquay and McSweeney, 2002,
p. 799).

Biogenic amines (BA) are low molecular weight nitrogen compounds that are
produced by decarboxylation of the relevant amino acids by the action
of microorganisms (MQO) with positive decarboxylase activity. The occurrence
of BA in low concentrations is natural in all animals, plants, and microorganisms,
where it fulfills a number of important physiological functions (Brown, Stevens
and Haas, 2001, p. 638, Buinkova et al.,, 2013, 548; Dadakova, Kfizek
a Pelikanova, 2009, p. 365; El-Zahar, El-Zager and Ramadan, 2014, p. 74; Onal,
2007, p. 1475). On the other hand, the consumption of higher amounts of BA can
have a significant negative effect on the organism (Buiikova et al., 2009, pp. 534,
2010, p.880, El-Zahar, El-Zager and Ramadan, Sivec and Mayer, 2013, p. 191;
Innocente et al., 2007, pp. 1285; Li et al., 2014, pp. 355).

9.2 Aims of the thesis

The aim of this dissertation thesis was to monitor the decarboxylase activity
of selected strains of microorganisms in the real model samples system of cheeses.
By means of HPL.C usage, the formation and final concentration of eight biogenic
amines (tryptamine, phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine,
tyramine, spermidine and spermine) were observed during the maturation
of natural cheeses. In order to achieve the basic aim of the dissertation thesis was
to fulfill the following partial goals:

- monitoring of biogenic amines content in curds at different stages of the

production process;

- detection of biogenic amine production capability by microorganisms gained

from natural cheeses;

- based on the previous aims, select the production strains of micro-organisms,

both the lactic acid fermentation and non-lactic acid bacteria;
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- production of model samples of natural cheeses with addition of starter
bacteria with the decarboxylase positive activity and monitoring the
development of biogenic amine concentration during maturing of cheeses;

- the production of laboratory samples of Dutch-type cheeses with the addition
of nonstarter decarboxylase bacteria by positive activity and monitoring the
development of biogenic amine concentration during maturing of cheeses;

- studying the development of other parameters of decarboxylase-positive
cheeses model samples of compared to control samples of cheeses (cheeses
without added decarboxylase of the positive strain), textural profile analysis,
microbiological analysis, pH and parameters of basic sensory analysis (dry
matter, NaCl content);

- results evaluation and formulation of conclusions.

9.3 Experimental part

To meet these goals, dissertation thesis was divided into 3 experiments parts.
The aim of the first part was to monitor the development of the biogenic amine
content of curds. The curds samples were taken at different stages of production
and storage technology. Decarboxylase activity was evaluated for
microorganisms isolated from these samples. However, the isolation and
identification of micro-organisms was not the subject of this thesis. Isolated
microorganisms were delivered by a cooperating working place. Apart from
mentioned isolates, two collections of isolates commonly found in natural cheeses
were used to test decarboxylase activity. Decarboxylase activity was evaluated by
cultivation of samples in modified broths, which constituted optimal conditions
for the growth of microorganisms, so by this they promoted their ability
to produce biogenic amines.

Model samples of cheeses were inoculated with selected strains of Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 824 (cheese labeled B824) and CCDM 946
(cheeses labeled B946). For these model cheese samples, the ability to produce
biogenic amines for 90 days aging at 10 = 1 ° C was monitored. The measured
results were monitored with the samples of the cheeses that were produced

The aim of the third experiment part was to monitor the production of biogenic
amines of nonstarter bacteria in a real Dutch-type cheese sample system that was
selected on the basis of the monitoring of decarboxylase activity in the first
experiment. To meet the objective of the third experiment part, natural cheeses
were produced that were individually inoculated with Lactobacillus curvatus
subsp. curvatus DEPE T3 (cheeses labeled T3), Lactobacillus curvatus subsp.
curvatus DEPE T36 (cheeses with the label T3g), Lactobacillus paracasei DEPE
T52 (cheeses with the label Ts;) and Lactobacillus paracasei DEPE T51 (cheeses
with the label Ts;) (Figure 16). The control samples of the cheeses produced for
this experiment were labeled as samples C.
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9.4 Contribution to the science and practice

From the literary research carried out and, above all, from the results obtained
from experimental part, the following benefits can be pointed to the scientific
area:

- the decarboxylase activity of numerous strains, which are found in various

curds during their production and storage was defined; this information was not

available before;

- the development of the biogenic amine decarboxylase contents of the positive

strains of selected starter and nonstarter lactic acid bacteria in the real

conditions of natural cheeses has been described,

- it was found that some bacteria (Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM

824 and Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946) significantly produce

biogenic amines in ripening natural cheeses;

- also it was found selected nonstarter bacteria (Lactobacillus curvatus subsp.

curvatus DEPE T3, Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T36,

Lactobacillus paracasei DEPE T51 a Lactobacillus paracasei DEPE T52) play

significant role to the occurrence of biogenic amines in real systems of natural

cheeses;

- in a real complex system of natural cheeses, the development of the biogenic

amine contents by the above-mentioned starter and nonstarter bacteria of lactic

fermentation was compared.

From the literary research carried out, and above all from the results obtained,
the following benefits can demonstrate some advantages for practice:

- although small concentrations of biogenic amines were found in the curd

themselves, the present microflora has a great potential to produce biogenic

amines. This is essential for health of the products where curd is used as a raw

material, and evokes the need to prevent these processes being monitored in

practice;

- it has been found that in practice starter cultures can significantly produce

biogenic amines. This finding can again support the need for active monitoring

of the decarboxylase activity of micro-organisms added to food for

technological reasons;

- manufacturing companies may also be recommended to monitor the contents

of biogenic amines in their products;

- captured strains of nonstarter bacteria (if such monitoring is carried out during

production process) should, inter alia, be investigated for decarboxylase

activity in order to estimate their contribution to the biogenic amine content

of the particular product for the particular producer.
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9.5 Results

Based on the results of the experimental part of this dissertation, the following
conclusions can be presented:

- curds (in the production and final stages of production) create an environment
for the presence of decarboxylase of positive microorganisms;

- tyramine was the most produced biogenic amine in strains isolated from curd
samples. Its production occurred in 42% of all isolated strains;

- tyramine-positive decarboxylase activity under in vitro conditions has been
observed in Enterococcus faecalis, Serratia fonticola, Bacillus licheniformis,
Pseudomonas jessenii, and also in Lactococcus;

- 19 strains out of a total of 79 isolates (both in the production and final stages
of the production process) also found significant production of putrescine and
cadaverine was observed. Significant producers of the above-mentioned
biogenic amines include, for example Bacillus licheniformis, Pseudomonas
jessenias, Acinetobacter johnsonii, Enterococcus faecium, Lactobacillus
plantarum, Enterobacter cloacae, Lactobacillus paracasei and Lactococcus
lactis);

- 6 strains based on previous study were selected (Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824 and Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 946,
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 and DEPE T36,
Lactobacillus paracasei DEPE T51 and DEPE T52) of starter and nonstarter
bacteria fermentation that is decarboxylase positive. With these strains,
production of model samples of Dutch-style natural cheeses was carried out;

- negligible quantities of biogenic amines were detected in the control samples
(without the addition of decarboxylase of positive micro-organisms) during the
90-day maturation at 10 £ 1 ° C;

- free amino acids have been decarboxylated by lactic acid bacteria in the model
samples of Dutch-style natural cheeses (in particular the decarboxylase positive
strains of Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824 and Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 946) to form significant concentrations
of biogenic amines (especially tyramine and putrescin); during a 90-day
maturation at a temperature of 10 £ 1 ° C;

- higher tyramine decarboxylase activity was demonstrated in Lactococcus
lactis subsp. cremoris CCDM 946 than in the Lactococcus lactis subsp.
cremoris CCDM 824 under the same conditions;

- also monitored nonstarter bacteria of lactic fermentation (i.e. decarboxylase
activity of positive strains Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3
and DEPE T36, Lactobacillus paracasei DEPE T51 and DEPE T52) have also
produced significant amounts of biogenic amines in the course of 90-day
maturation at temperatures in real samples of natural cheeses 10+ 1 ° C;

- nonstarter lactic acid bacteria (selected decarboxylase positive strains
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3 and DEPE T36,
Lactobacillus paracasei DEPE T51 and DEPE T52) decarboxylated free amino
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acids to produce significantly high concentrations of biogenic amines
throughout the 90-day maturation of cheeses (decarboxylation of tyramine
in particular);

- higher tyramine decarboxylase activity under the same conditions was
demonstrated in two Lactobacillus paracasei genes DEPE T51 and DEPE T52
than in bacteria of the genus Lactobacillus curvatus subsp. curvatus DEPE T3
and DEPE T36.

From the above, there is definitely importance of monitoring the content
of biogenic amines in natural cheeses as well as in bacteria that are added to the
cheeses through pure milk cultures. Determination of the biogenic amines content
of a particular manufacturer and identification of the agent can then contribute to
the reduction of these substances in the final products and finally to increase safety
of natural cheeses.
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